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“No estalla como las bombas ni suena como los tiros.  
Como el hambre, mata callando. Como el hambre, mata a los callados:  
a los que viven condenados al silencio y mueren condenados al olvido.  
Tragedia que no suena, enfermos que no pagan, enfermedad que no vende.  
El mal de Chagas no es negocio que atraiga a la industria farmacéutica,  
ni es tema que interese a los políticos ni a los periodistas. Elige a sus víctimas en el 
pobrerío. Las muerde y lentamente, poquito a poco, va acabando con ellas. Sus 
víctimas no tienen derechos, ni dinero para comprar los derechos que no tienen. Ni 
siquiera tienen el derecho de saber de qué mueren". 
 
Eduardo Galeano.  
Informe clínico.  
En: “Chagas, una tragedia silenciosa”.  
Médicos Sin Fronteras.  
Editorial Losada, 2005. 
 
  
 
 
 
“Hay hombres que luchan un día y son buenos.  
Hay otros que luchan un año y son mejores.  
Hay quienes luchan muchos años y son muy buenos. 
 Pero hay los que luchan toda la vida: esos son los imprescindibles”. 
Bertolt Brecht 
 
 
A Iris y Charlie, de los imprescindibles. 
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“Veo que empieza a llover  
partimos una nuez  
para irnos remando”. 
“Azulejos”, Vecina canciones. 
 
 
A Pato, compañera de viaje. 
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Resumen 
La enfermedad de Chagas, endémica del continente americano, es una 
antropozoonosis causada por el protozoario Trypanosoma cruzi (T. cruzi) que afecta 
aproximadamente a 10 millones de personas provocando cerca de 10.000 muertes por 
año debido a complicaciones cardiovasculares y/o gastrointestinales.  
Los medicamentos disponibles, nifurtimox y benznidazol, se asocian a una frecuencia 
relativamente alta de eventos adversos, siendo los más comunes náuseas, anorexia, 
cefalea, molestias gastrointestinales y artralgias. También es común la aparición de 
eritema y prurito. Estos efectos, sumado a la prolongada duración del tratamiento 
(hasta 2 meses) y a la percepción de limitada efectividad durante la fase crónica, son 
causas frecuentes de abandono del tratamiento.  
En este escenario, la búsqueda de alternativas terapéuticas seguras y accesibles para 
el tratamiento de la enfermedad de Chagas es un objetivo pendiente. Existe escaso 
interés por parte de la industria farmacéutica en investigación y desarrollo de 
medicamentos para la enfermedad de Chagas, en gran medida debido a las 
características socioeconómicas de la población afectada. El reposicionamiento o 
reorientación de fármacos y la terapia combinatoria surgen como alternativas al 
desarrollo de nuevas moléculas, e implican una inversión de recursos 
significativamente menor.  
En este trabajo se seleccionaron fármacos disponibles para uso clínico y se 
desarrollaron métodos de evaluación in vitro en in vivo para determinar la actividad 
anti-T. cruzi de las drogas candidatas. Se evaluaron treinta y ocho fármacos sobre 
estadios tripomastigote y amastigote in vitro con un sistema de cribado de bajo 
rendimiento utilizando la cepa VD de T. cruzi, caracterizada previamente. Además, se 
estandarizó y optimizó un sistema de cribado de alto rendimiento con la cepa 
Dm28c/pLacZ, con el cual se evaluaron otras treinta y ocho drogas. A partir de estos 
resultados, cinco drogas (nitazoxanida, pirimetamina, ivermectina voriconazol y 
miltefosina) fueron evaluadas en un modelo murino de infección aguda con T. cruzi. 
Los efectos tripanocidas y/o tripanostáticos de las drogas estudiadas permiten 
confirmar la actividad anti-T. cruzi de los fármacos disponibles para uso clínico, 
validando la estrategia del reposicionamiento para identificar nuevos compuestos 
candidatos para el tratamiento de la enfermedad de Chagas. 
 
Palabras claves 
Trypanosoma cruzi – Enfermedad de Chagas - Reposicionamiento de fármacos – 
Cribado fenotípico – Modelo in vitro – Modelo in vivo –– Medicina traslacional 
 
  
 
 
Abstract 
Chagas disease is an anthropozoonosis caused by the protozoan Trypanosoma cruzi 
(T. cruzi), and it is endemic in the Americas, affecting approximately 10 million people, 
causing nearly 10,000 deaths per year due to cardiovascular or gastrointestinal 
complications. 
Available drugs, nifurtimox and benznidazole, are associated with a relatively high 
frequency of adverse events, the most common being nausea, anorexia, headache, 
gastrointestinal discomfort and arthralgias. It is also common for the appearance of 
erythema and pruritus. These effects added to the prolonged duration of treatment (up 
to 2 months) and the perception of moderate effectiveness during the chronic phase 
are frequent causes of treatment discontinuation. 
In this context, searching for new safe and accessible therapeutic alternatives for 
Chagas disease treatment is a pending objective. 
There is little interest by the pharmaceutical industry on research and development of 
drugs for Chagas disease, mainly due to the socioeconomic characteristics of the 
affected population. The repositioning or reorientation of drugs and combinatorial 
therapy arise as alternatives to the development of new molecules and involve a 
significantly lower investment of resources. 
In this work, available drugs for clinical use were selected and were evaluated by in 
vitro and in vivo methods to determine anti-T. cruzi activity of drugs candidates. 
Thirty-eight drugs were evaluated in vitro on trypomastigote and amastigote stages 
with a low-throughput screening system using the T. cruzi VD strain, previously 
characterized. Also, a high-throughput screening system was standardized and 
optimized with the Dm28c/pLacZ strain, with which other thirty-eight drugs were 
evaluated. From these results, five drugs (nitazoxanide, pyrimethamine, ivermectin 
voriconazole, and miltefosine) were evaluated in a murine model of acute infection with 
T. cruzi. 
The trypanocidal or trypanostatic effects of the drugs studied confirmed the anti-T. cruzi 
activity of the drugs available for clinical use, validating the repositioning strategy to 
identify new candidate compounds for the treatment of Chagas disease. 
 
Keywords 
Trypanosoma cruzi – Chagas disease - Drug repositioning – Phenotypic screening – in 
vitro model – in vivo model – Translational medicine 
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 “Cuando se es muy joven y se sabe un poco, las montañas son montañas, el agua es 
agua y los árboles son árboles. Cuando se ha estudiado y se es leído, las montañas 
ya no son montañas, el agua ya no es agua y los árboles ya no son árboles.  
Cuando se es sabio, nuevamente las montañas son montañas,  
el agua es agua y los árboles son árboles” 
 
Antiguo refrán del Budismo Zen
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1. Introducción 
 
La Tripanosomiasis Americana es una antropozoonosis parasitaria causada por el 
protozoario flagelado Trypanosoma cruzi (T. cruzi). Conocida también como 
enfermedad de Chagas, fue descripta en 1909 por el médico brasileño Carlos Ribeiro 
Justiniano da Chagas, siendo hasta el momento el único caso donde el mismo 
investigador fue capaz de identificar el agente etiológico, el vector implicado, los 
principales reservorios, el mecanismo de infección y las manifestaciones clínicas de la 
enfermedad (Nunes Pereira et al., 2013). 
La enfermedad de Chagas es endémica en Latinoamérica, con al menos 6 millones de 
personas infectadas, 70 millones de individuos en riesgo de infección y 10.000 
muertes por año según los últimos reportes de la OMS (World Health Organization, 
2010, 2015).  
En la Argentina, se encuentran expuestas alrededor de 7.300.000 personas y existen 
1.600.000 pacientes infectados, de los cuales más de 300.000 presentan 
complicaciones por cardiopatías de origen chagásico. La mayor prevalencia de la 
enfermedad se presenta en niños menores de 10 años provenientes de zonas 
endémicas (Kirchoff, 2014).  
En el año 2000, la seroprevalencia en mujeres embarazadas era del 6,8% y disminuyó 
a 4,2% en 2009. De acuerdo a estos datos, se estima que cada año nacen en el país, 
alrededor de 1.300 niños infectados por transmisión vertical (“Programa Nacional de 
Chagas - Diagnóstico de situación,” 2015). 
Si la infección no es diagnosticada y tratada precozmente, luego de varios años sin 
manifestaciones clínicas, alrededor de un 30% de los infectados desarrollan patologías 
cardiovasculares severas y cerca de un 10% presentan patologías a nivel 
gastrointestinal. 
La morbi-mortalidad de la enfermedad de Chagas afecta principalmente a los países 
endémicos con economías sub-desarrolladas, donde el impacto por pérdida de días de 
trabajo y gastos del sistema de salud es muy alto (Stanaway y Roth, 2015; World 
Health Organization, 2010).  
Se estima que el costo por pérdidas de productividad provocado por la enfermedad de 
Chagas en América Latina es de 1.200 millones de dólares por año (Technical Report 
of the TDR Disease Reference Group on Chagas Disease Human African 
Trypanosomiasis and Leishmaniasis, 2012).  
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Las características socioeconómicas de la población afectada tienen como 
consecuencia una limitada inversión público y privada en desarrollo de herramientas 
diagnósticas y/o terapéuticas. En consecuencia, en el año 2003, la OMS incluyó a la 
enfermedad de Chagas en la lista de enfermedades tropicales desatendidas (World 
Health Organization, 2010; Department of Control of Neglected Tropical Diseases, 
2013).  
 
1.2    Agente etiológico 
 
T. cruzi es un protozoario perteneciente a la familia Trypanosomatidae dentro del 
orden Kinetoplastida. Posee un solo flagelo y una única mitocondria en donde se ubica 
el kinetoplasto, una organela especializada que contiene ADN circular extranuclear.  
Este parásito presenta tres estadios morfológicos bien diferenciables mediante 
microscopía óptica según la ubicación del flagelo y la posición del kinetoplasto en 
relación con el núcleo (Figura 1).  
Su ciclo biológico es complejo, involucrando tanto a hospedadores vertebrados 
(incluyendo al hombre y a otros 150 mamíferos) y a insectos hematófagos como 
hospedadores invertebrados. 
Dentro del hospedador vertebrado se encuentran los estadios de amastigote y de 
tripomastigote sanguíneo. Los amastigotes son estructuras redondeadas de 
aproximadamente 25 µm de largo y 2 µm de diámetro que carecen de flagelo. Su 
ubicación es intracitoplasmática, formando nidos o pseudoquistes, donde se replica 
por fisión binaria (Figura 1.A). 
Por su parte, los tripomastigotes tienen entre 16 a 22 µm de longitud y presentan un 
largo flagelo ubicado posterior al núcleo (Figura 1.B). Se encuentran en circulación 
sanguínea y, a diferencia de los amastigotes, no se replican. Estas formas parasitarias 
también pueden observarse en el intestino posterior y en las heces del hospedador 
invertebrado, donde se denominan tripomastigotes metacíclicos. 
Dentro del insecto vector, los tripomastigotes se diferencian a la forma epimastigote, 
de unos 20 a 40 µm de longitud y con un flagelo libre que se origina en el polo anterior 
del núcleo (Figura 1.C). Los epimastigotes se replican en el intestino medio del vector 
por fisión binaria y en la porción distal del intestino se diferencian a tripomastigotes 
metacíclicos, proceso conocido como metaciclogénesis, en el cual adquieren su 
capacidad infectante. 
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Figura 1. Estadios parasitarios de Trypanosoma cruzi. 
A) Nido de amastigotes en fibra muscular cardíaca de ratón (HyE; X400).   
B) Tripomastigote en frotis sanguíneo de ratón (Giemsa; X400).  
C) Epimastigote de cultivo axénico (Giemsa, x400).  
Créditos: A y B) Gulin, JEN. C) 
http://www.cdc.gov/dpdx/trypanosomiasisAmerican/gallery.html#epimastigote 
 
                                    
 
 
 
 
 
                                                                 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.3    Vectores 
 
Los vectores biológicos de la enfermedad de Chagas son insectos hematófagos 
pertenecientes al Phylum Artrhopoda, Orden Hemiptera, familia Reduviidae, subfamilia 
Triatominae.  
Triatoma infestans, Triatoma brasiliensis y Panstrongylus megistus son consideradas 
las principales especies competentes presentes en Sudamérica Otras especies 
relevantes como Rhodnius prolixus y Triatoma dimidiata se encuentran a lo largo de la 
cordillera de los Andes y en algunas zonas de América Central, así como T. dimidiata 
y Triatoma barbieri halladas en México (Rassi et al., 2012).  
T. infestans, T. dimidiata y R. prolixus son los vectores más frecuentemente implicados 
en la transmisión humana (Figura 2) (Stevens et al., 2011). Durante muchos años, T. 
infestans fue el vector más relevante en Sudamérica. Luego de las campañas de 
control químico implementadas, su importancia relativa sobre la incidencia de nuevos 
casos en el cono Sur disminuyó significativamente (Patterson y Guhl, 2010).  
b 
A B 
C 
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En los últimos años se han identificado once especies de triatominos en veintinueve 
Estados de EE. UU., siendo Texas, Arizona y Nuevo México los lugares con mayor 
diversidad de especies. Alrededor del 50% de los triatomíneos recolectados en Texas 
resultaron infectados con T. cruzi (Barry et al., 2012). 
 
Figura 2. Ejemplares adultos de vectores triatomíneos. 
A) Triatoma infestans, B) T. dimidiata y C) Rhodnius prolixus.  
 
      A    B     C  
Créditos: A) Gulin, JEN; colección Servicio de Parasitología y enfermedad de Chagas – 
Hospital de Niños “Dr. Ricardo Gutiérrez”. B)  doi:10.1371/journal.pntd.0000233.  
C) T. Heger, https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Rhodnius_prolixus.jpg 
 
 
1.4    Ciclo biológico 
 
El ciclo biológico vectorial de T. cruzi se desarrolla entre un insecto hematófago de la 
familia Reduvidae y un mamífero (Figura 3). Los tripomastigotes metacíclicos 
presentes en la porción distal del tubo digestivo del insecto se eliminan junto con las 
heces al momento de alimentarse del hospedador mamífero y se depositan sobre la 
superficie cutánea, penetrando mecánicamente a través de las microabrasiones que 
se generan por el rascado en respuesta al prurito provocado por la picadura, o bien, 
los tripomastigotes metacíclicos pueden ingresar al organismo de manera activa a 
través de las membranas mucosas.  
De esta manera, los tripomastigotes invaden principalmente células fagocíticas de la 
dermis y fibroblastos del tejido conectivo subcutáneo, en cuyo interior adquieren la 
forma de amastigote e inician un proceso de división.  
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Luego de varios ciclos de multiplicación intracelular, se generan gran cantidad de 
tripomastigotes que presentan intenso movimiento provocando la lisis de la célula 
hospedadora, liberándose al torrente sanguíneo y/o linfático y permitiendo la invasión 
de nuevas células, principalmente fibras musculares (lisas, estriadas esqueléticas y 
cardíacas) y células ganglionares del sistema nervioso periférico. 
El ciclo biológico vectorial se completa cuando otro triatomino se alimenta de la sangre 
del hospedador mamífero infectado, ingiriendo también tripomastigotes. Éstos se 
diferencian a epimastigotes en el intestino medio del vector donde se multiplican. 
Finalmente, los epimastigotes se ubican en la porción distal del tubo digestivo o 
ampolla rectal, diferenciándose a tripomastigotes metacíclicos.  
 
Figura 3. Esquema del ciclo biológico de T. cruzi.  
1. El insecto triatomino se alimenta de la sangre del hospedador vertebrado. Los 
tripomastigotes metacíclicos presentes en las deyecciones penetran a través de 
heridas en piel y mucosas. 2. Los tripomastigotes metacíclicos ingresan a las células 
cercanas al sitio de ingreso y se transforman en amastigotes. 3. Los amastigotes se 
multiplican por fisión binaria dentro de las células infectadas. 4. Los amastigotes se 
diferencian a tripomastigotes y por lisis celular llegan al torrente sanguíneo, desde 
donde alcanzan otros tejidos para infectar y replicarse como amastigotes. 5. El insecto 
triatomino se alimenta de la sangre del hospedador vertebrado infectado e ingiere 
tripomastigotes sanguíneos. 6. Los tripomastigotes se diferencian a epimastigotes y se 
multiplican en el intestino medio del triatomino. 7. Los epimastigotes se diferencian a 
tripomastigotes metacíclicos en el intestino posterior.  
ACV= accidente cerebro-vascular (Adaptado de Pérez-Molina y Molina, 2017) 
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También es posible la infección por vía digestiva, que ocurre por ingestión de 
alimentos y/o bebidas contaminadas con triatominos infectados o con heces 
contaminadas con parásitos. En los últimos años se han descripto brotes de casos 
agudos a partir de esta vía, los cuales presentan mayor morbi-mortalidad que la 
infección por vía vectorial (Pereira et al., 2010; Bern, 2015). 
Estudios experimentales sugieren que la interacción entre T. cruzi y factores del 
hospedador tales como el ácido clorhídrico estomacal, modifica las glicoproteínas 
superficiales del parásito, incrementando la infectividad y con ello la severidad del 
cuadro clínico (Covarrubias et al., 2007).  
Las vías no vectoriales de infección también han sido descriptas e incluyen: la vía 
vertical a través de la placenta o el canal de parto, las transfusiones sanguíneas no 
controladas, el trasplante de órganos o médula ósea y los accidentes de laboratorio. 
Las estrategias de combate químico contra el vector y las mejoras en las condiciones 
habitacionales y peridomiciliarias en zonas de alta endemicidad han modificado la 
epidemiología tradicional de la enfermedad.  
Actualmente, la transmisión congénita y las transfusiones de sangre no controlada son 
las vías de infección responsables de la mayor cantidad de casos nuevos. Esto ocurre 
principalmente en zonas urbanas de áreas no endémicas, constituyendo un problema 
de salud de importancia mundial (Schmunis, 2007; Bern et al., 2011). 
 
1.5    Epidemiología 
 
Por su mecanismo de transmisión, la enfermedad de Chagas puede ser definida como 
enzóotica (infección o enfermedad transmitida entre animales salvajes), 
antropozoonótica (infección o enfermedad transmitida desde los animales al hombre), 
anfixenosis (infección o enfermedad intercambiada entre animales y humanos) y 
zooantroponosis (infección o enfermedad transmitida de los humanos a los animales, a 
través de los vectores domiciliarios) (Coura, 2015). 
Desde un punto de vista eco-epidemiológico, existen dos tipos de ciclos de transmisión 
de T. cruzi, según la especie de triatomino y de hospedador vertebrado implicados.  
En el ciclo selvático, los triatominos selváticos se relacionan con aquellos mamíferos 
salvajes como la comadreja, el armadillo, el coatí, el carpincho y el zorro, entre otros.  
Por su parte, el ciclo doméstico o peridomiciliario es aquel que se mantiene entre los 
triatominos que habitan las viviendas y los humanos y/o animales domésticos, 
principalmente caninos y felinos. 
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Ambos ciclos se encuentran relacionados entre sí a través de la participación de 
roedores sinantrópicos (rata, ratón), murciélagos y zarigüeyas que frecuentan el 
ámbito peridomiciliario como consecuencia de la destrucción de su hábitat natural, la 
deforestación y el desplazamiento de la frontera agrícola, transformándose en una 
fuente de alimentación para los triatominos que luego son atraídos por la luz artificial 
hacia las viviendas (Figura 4) (Coura et al.,  2002).  
 
Figura 4. Interconexión entre ciclos de transmisión selvático y domiciliario de T. cruzi.  
A) Los insectos hematófagos contaminados con T. cruzi se alimentan o son ingeridos 
por especies de mamíferos salvajes (armadillo, rata, zarigüeya).  
B) El triatomino infectado puede alimentarse del hospedador humano, iniciando el ciclo 
doméstico de la enfermedad de Chagas (Adaptado de Teixeira et al., 2006). 
 
 
    
Los perros, los humanos y las aves de corral suelen ser las fuentes más importantes 
de alimentación para T. infestans y la presencia de perros o gatos en el hogar se 
asocia positivamente con la prevalencia de la enfermedad de Chagas en humanos 
(Gürtler et al., 2007). 
Históricamente, la enfermedad de Chagas era considerada como un grave problema 
sanitario con mayor prevalencia en las zonas endémicas rurales, favorecida por las 
deficientes condiciones socioeconómicas y medioambientales de la población 
afectada. Sin embargo, con el advenimiento de las transfusiones sanguíneas, la 
migración poblacional hacia zonas urbanas y el aumento de la infección por vía 
congénita, la epidemiología ha sido modificada (Kirchhoff, 2011).  
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Actualmente, la enfermedad de Chagas es considerada una patología urbana, 
emergente y de impacto mundial, debido a la aparición de casos en zonas no 
endémicas, principalmente a causa de los movimientos migratorios y la transmisión 
congénita como fuente más importante de casos nuevos (Figura 5) (Schmunis y 
Yadon, 2010). 
 
Figura 5. Distribución mundial de la enfermedad de Chagas. 
Estimaciones oficiales y distribución de la transmisión vectorial entre 2006 y 2009 
Imagen obtenida de: http://gamapserver.who.int/mapLibrary/app/searchResults.aspx. 
Fuente: OMS. 
 
 
 
1.6    Presentación clínica de la enfermedad 
 
Según el consenso actual, el curso natural de la infección con T. cruzi en humanos se 
divide en dos etapas sucesivas: aguda y crónica (Bern, 2015; Pérez-Molina y Molina, 
2018). 
La infección vectorial puede ocurrir a cualquier edad, siendo más frecuente en niños 
menores de 10 años (Kirchoff, 2014). La fase aguda de la enfermedad comienza luego 
de la entrada y replicación del parásito en el hospedador vertebrado y se caracteriza 
por la presencia de numerosos tripomastigotes circulantes en sangre.  
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Generalmente, el 90% de los casos son asintomáticos. Sin embargo, un pequeño 
porcentaje de los individuos infectados puede desarrollar signos y síntomas leves e 
inespecíficos como síndrome febril, mialgias, hepatoesplenomegalia y edema 
palpebral, en particular si la vía de entrada es conjuntival (conocido como complejo 
oftalmoganglionar o “Signo de Romaña”) (Murcia et al., 2013; Pérez-Molina y Molina, 
2018). Menos del 1% de los infectados presenta en esta etapa formas graves de la 
enfermedad como miocarditis aguda, efusión pericárdica y/o meningoencefalitis 
(Nunes Pereira et al., 2013). 
La fase aguda tiene una duración aproximada de 2 a 3 meses. Posteriormente, la 
parasitemia desciende y comienza la forma indeterminada de la fase crónica, en la 
cual T. cruzi se aloja principalmente en los tejidos. Esta etapa se caracteriza por la 
presencia de serología reactiva en ausencia de sintomatología clínica o de 
alteraciones electrocardiográficas y radiográficas de tórax, esófago o colon.  
Luego de un cierto tiempo de evolución, en general 10 a 30 años posteriores a la 
primoinfección, hasta un 30% de los infectados progresa hacia la etapa crónica con 
signos clínicos, siendo frecuentes las alteraciones cardíacas y/o gastrointestinales 
(Rassi et al., 2012). 
La Tripanosomiasis Americana es la causa de miocardiopatía infecciosa más frecuente 
en el mundo y presenta altos niveles de mortalidad (20-55%) (Feldman y McNamara, 
2000). El daño al miocardio se debe principalmente a la persistencia parasitaria dentro 
de las fibras musculares y a la inflamación crónica concomitante. Si bien se ha 
postulado la existencia de mecanismos de autoinmunidad, el papel de los auto-
anticuerpos en la fisiopatología de la miocardiopatía chagásica aún no se encuentra 
totalmente aclarado (Tarleton, 2003; Bern, 2015). 
Durante la fase crónica con compromiso cardíaco, las anormalidades predominantes 
en el sistema de conducción son las bradiarritmias y taquiarritmias, los aneurismas 
apicales, la insuficiencia cardiaca, el tromboembolismo, e incluso, la muerte súbita.  
Dentro de las alteraciones del electrocardiograma más comunes se encuentran los 
bloqueos de rama derecha, bloqueo fascicular anterior izquierdo, latidos ventriculares 
prematuros, cambios del segmento ST-T, ondas Q anormales y bajo voltaje en onda 
QRS. La combinación del bloqueo de rama derecha junto con hemibloqueo anterior es 
característica de la cardiopatía chagásica (Rassi et al., 2012). 
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Los pacientes afectados pueden progresar al desarrollo de cardiomiopatía dilatada y 
fallo cardíaco congestivo. Los aneurismas de ventrículo izquierdo son comunes en la 
cardiomiopatía chagásica avanzada y pueden ocurrir accidentes cerebro-vasculares u 
otros eventos relacionados con el tromboembolismo, como resultado de la formación 
de trombos a partir de la dilatación del ventrículo izquierdo o de aneurismas (Tanowitz 
et al., 1992; Bern, 2015). 
Las manifestaciones gastrointestinales crónicas son principalmente consecuencia de 
lesiones en los ganglios nerviosos autónomos entéricos causadas por la persistencia 
de T. cruzi en los tejidos y a la inflamación generada.  
Aproximadamente un tercio de los pacientes presentan dilatación del tubo digestivo 
(megaesófago, megaestómago, megaduodeno, megayeyuno, megaíleon, megacolon) 
que se asocian a trastornos de la motilidad gastrointestinal, algunos leves como la 
acalasia esofágica o más severos como disfagia, odinofagia, reflujo esofágico, pérdida 
de peso, aspiración y regurgitación (Murcia et al., 2013). El síndrome de megacolon 
por su parte se caracteriza por prolongada constipación, pudiendo llegar al desarrollo 
de fecalomas, vólvulos e isquemia de vesícula biliar (Bern, 2015). 
 
1.7    Diagnóstico 
 
El primer paso para el diagnóstico de enfermedad de Chagas es la realización de una 
completa reseña, anamnesis actual y remota del paciente y de su situación 
epidemiológica, en conjunto con el examen objetivo general y los métodos 
complementarios adecuados, tales como análisis de laboratorio y diagnóstico por 
imágenes. La elección de las técnicas a emplear en cada caso dependerá de la fase 
de la enfermedad en curso.  
Para la etapa aguda, el diagnóstico de laboratorio se basa en técnicas de observación 
directa de tripomastigotes mediante microscopio óptico a partir de una alícuota de 
sangre. Los métodos de procesamiento de la muestra pueden ser a partir de gota 
fresca, gota gruesa o frotis sanguíneo o mediante estrategias de hemoconcentración 
como el método de Strout o el microhematocrito (MH). Estas últimas aumentan 
considerablemente la sensibilidad diagnóstica, incrementando el porcentaje de 
detección (Freilij et al., 1983; Freilij y Altcheh, 1995). 
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Durante la etapa crónica, el diagnóstico se basa en la detección de anticuerpos IgG 
específicos contra lisados completos de T. cruzi. Las técnicas convencionales 
usualmente empleadas son ELISA, HAI, AP e IFI. Una muestra es considerada 
diagnóstica cuando se obtiene un resultado positivo mediante al menos dos técnicas 
serológicas distintas, una de las cuales debe ser ELISA (Comité de Expertos de la 
OMS en Control de la Enfermedad de Chagas, 2002).  
Existen otras técnicas serológicas no convencionales que emplean antígenos 
purificados, proteínas recombinantes o péptidos sintéticos. El uso de una librería de 
antígenos recombinantes mejora la sensibilidad y especificidad de la detección en 
comparación con el empleo de un único antígeno, con un desempeño similar a la 
serología convencional (Da Silveira et al., 2001). Sin embargo, estas técnicas no han 
sido validadas aún para su uso en el diagnóstico o seguimiento de la enfermedad de 
Chagas. 
En un estudio realizado en pacientes pediátricos, se empleó la fracción antigénica F2/3 
(expresada en tripomastigotes) para el diagnóstico y seguimiento post tratamiento. La 
negativización del título de anticuerpos específicos luego del tratamiento con 
benznidazol, fue más rápida que la observada mediante serología convencional, 
sugiriendo el uso de la fracción F2/3 como marcador temprano de respuesta 
terapéutica (Altcheh et al., 2003). 
Existen métodos de diagnóstico directo que actualmente se encuentran en desuso 
debido al costo de los insumos y del mantenimiento, al tiempo de obtención del 
resultado y a su menor sensibilidad, tales como el xenodiagnóstico y el hemocultivo.  
El xenodiagnóstico fue descripto en 1914 y estandarizado tiempo después (Cerisola et 
al., 1974). Se fundamenta en la observación directa de epimastigotes o tripomastigotes 
metacíclicos en el intestino y en las heces de ninfas de tercer estadio de T. infestans 
(u otro reduvídeo mantenido en condiciones de laboratorio) alimentadas de manera 
controlada sobre el hospedador. Una versión modificada, el xenodiagnóstico artificial, 
reemplaza la alimentación directa del reduvídeo sobre el paciente por la siembra de 
sangre extraída sobre una membrana, a partir de la cual el insecto se alimenta (Pineda 
et al., 1998).  
El hemocultivo, por su parte, se basa en la detección de epimastigotes diferenciados a 
partir de una alícuota de sangre infectada en un medio acelular de cultivo LIT (infusión 
hígado triptosa) (Chiari et al., 1989). 
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En los años ’90, y con el surgimiento de las técnicas de biología molecular, comenzó a 
emplearse la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) como un método directo, 
rápido, sensible y específico para la detección del parásito (Schijman, 2018). Esta 
técnica, basada en la detección de secuencias específicas de ADN de T. cruzi, fue 
propuesta como herramienta diagnóstica y de seguimiento en pacientes tratados 
(Moser at al., 1989; Britto et al., 1995; Schijman et al., 2011).  
La PCR consiste en la síntesis enzimática de millones de copias de una secuencia de 
ADN específica, empleando una ADN polimerasa termoestable mediante una sucesión 
repetida de ciclos que incluye la denaturalización del molde de ADN, la hibridización 
de los cebadores específicos de ADN en ambas hebras y la posterior extensión de la 
cadena complementaria. De esta manera, es posible generar una gran cantidad de 
copias de la secuencia blanco de interés a partir de pequeñas cantidades de ADN 
(Bell, 1989). 
La PCR convencional ha sido empleada para la detección de T. cruzi en numerosos 
ensayos clínicos (Bern, Martin, & Gilman, 2011; Schijman et al., 2003) así como 
también para la evaluación de la terapia anti-parasitaria en pacientes neonatos y 
pediátricos con infección congénita (Burgos et al., 2007).  
También esta técnica fue propuesta como herramienta diagnóstica y de evaluación de 
la respuesta terapéutica durante la fase crónica de la infección (Rodriques Coura y de 
Castro, 2002). En estos casos, los trabajos indican valores de sensibilidad y 
especificidad muy variables, influidos por distintas condiciones técnicas como el 
volumen de muestra recolectado, el método de extracción y purificación de ADN y los 
oligonucleótidos seleccionados así como también por los rasgos epidemiológicos de la 
población en estudio, e incluso por las características genéticas del parásito (Ramírez 
et al., 2009). 
La PCR anidada, por su parte, es una variación metodológica que utiliza dos ciclos de 
amplificación con cuatro cebadores en el cual los productos de la primera ronda de 
amplificación sirven de molde para la segunda ronda. En general, estos ensayos 
proporcionan una mayor sensibilidad y especificidad para el diagnóstico respecto a la 
PCR convencional pero conllevan más riesgos de contaminación cruzada de los 
reactivos (Yourno, 1992; Bisio, 2012). 
La PCR cuantitativa (qPCR), por su parte, permite realizar el seguimiento continuo a lo 
largo de todo el proceso de amplificación al utilizar intercalantes o sondas 
fluorescentes que excitan a un fluoróforo que luego es detectado por los sensores 
presentes en el termociclador. Esta medición se realiza luego de cada ciclo de 
amplificación, por lo que se denomina también PCR en tiempo real (Kralik y Ricchi, 
2017).  
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De manera ideal, la cantidad de producto de amplificación se acumula de manera 
exponencial, y de esta manera, puede establecerse el umbral de acumulación de 
producto significativamente detectable. El número de ciclos de PCR en que la 
acumulación de producto supera dicho umbral se denomina “ciclo umbral” (Cycle 
threshold) (Tse y Capeau, 2003). 
La qPCR permite determinar la cantidad de ADN amplificado a partir de las muestras 
clínicas, lo que brinda la posibilidad de realizar un seguimiento longitudinal 
pormenorizado y detectar fallas tempranas en el tratamiento (Schijman et al., 2003, 
2011; Ramírez et al., 2015). 
La Amplificación Isotérmica Mediada por Asas (Loop-mediated isothermal 
amplification, LAMP) es una novedosa técnica de biología molecular en etapa de 
estandarización y validación clínica para el diagnóstico de la enfermedad de Chagas y 
de otras tripanosomiasis. Se basa en la detección y amplificación de una región 
genómica de interés mediante una reacción a temperatura ambiente, que produce un 
producto de amplificación coloreado (Notomi et al., 2000). Esta característica facilita el 
diagnóstico en campo y en laboratorios de baja infraestructura ubicados en zonas 
endémicas, dado que no requiere termocicladores ni métodos sofisticados para 
visualizar los productos amplificados. Recientemente se ha validado esta técnica en el 
diagnóstico de pacientes infectados congénitamente, con resultados prometedores 
(Rivero et al., 2017).  
 
1.8    Perspectiva histórica del desarrollo de fármacos para la 
enfermedad de Chagas 
 
El estudio de drogas para el tratamiento de la Tripanosomiasis Americana se inició 
rápidamente luego del descubrimiento de la enfermedad por Carlos Chagas en 1909 
(Rodriques Coura y de Castro, 2002).  
Las primeras moléculas ensayadas experimentalmente por Mayer y Rocha Lima entre 
1912 y 1914 fueron el arsenical atoxyl, fucsina, antimoniales pentavalentes (tartrato de 
antimonio de potasio o tartrato emético) y cloruro de mercurio, sin alcanzar resultados 
efectivos. 
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Hasta 1962, dentro de los agentes estudiados, se destacan los derivados de la 
quinoleína, antimaláricos, arsenobenzoles y otros arsenicales, fenantridina, sales de 
oro, bismuto, cobre y estaño, yoduro de sodio, violeta de genciana, aminopterina, 
ácido para-amino salicílico, hidrazida del ácido nicotínico, antihistamínicos, 
sulfonamidas, cortisona, hormona adrenocorticotropa (ACTH), derivados de la 
estilomicina, anfotericina B, penicilinas y nitrofuranos (Lopez-Antuñano, 1997; 
Salomão et al., 2016).  
En 1968, Brener consideró que la bisquinaldina Bayer 7602 (Cruzon, Imperial 
Chemical Industry, UK) la fenantridina carbidio sulfato (74C48), las aminoquinolonas 
(pentaquina, isopentaquina y primaquina), los arsenicales trivalentes (Bayer 9736 y 
Bayer 10557 o espirotripán), los aminoglicósidos de estilomicina, nitrofuranos y 
antibióticos poseían un efecto supresor de la parasitemia sin alcanzar la cura definitiva 
en modelos murinos (Brener, 2000). 
El factor común en estos estudios pioneros fue el método empírico de selección y 
evaluación de los compuestos, el cual no estuvo exento durante el desarrollo de las 
dos drogas actualmente en uso. En 1966, Hoffmann-La Roche presentaron el 
benznidazol y en 1970, el nifurtimox desarrollado por Bayer comenzó a estar 
disponible comercialmente (Steverding, 2014). 
Durante la década del ’80, se desarrollaron estudios clínicos que evaluaron el efecto 
del tratamiento con alopurinol (Salomão et al., 2016). Pacientes tratados durante la 
fase aguda mantuvieron resultados positivos por xenodiagnóstico al finalizar el 
tratamiento (Lauria-Pires et al., 1988). Sin embargo, la administración de alopurinol 
durante la fase crónica de la enfermedad produjo tasas de negativización de entre 72 y 
92%, similares a las obtenidas con NFX y BZ, pero con menor ocurrencia de efectos 
adversos (Gallerano et al., 1990).  
En otro estudio similar, con 104 pacientes enrolados, y luego de 4 años de 
seguimiento, la cura parasitológica (determinada por xenodiagnóstico y/o lisis mediada 
por complemento) fue de 44%. Once años después, esa misma cohorte reveló una 
cura parasitológica del 50%, determinada por xenodiagnosis y/o PCR (Apt et al., 1998, 
2003).  
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Algunos azoles de primera generación, tales como ketoconazol, itraconazol y 
fluconazol, también fueron evaluados en estudios clínicos durante la década del ’80.  
El ketoconazol fue capaz de erradicar la infección en pacientes crónicos monitoreados 
durante 60 meses (Brener et al., 1993). En un paciente con enfermedad de Chagas 
co-infectado con VIH, la administración de ketoconazol durante 70 días produjo un 
xenodiagnóstico negativo, reactivando la infección una vez suspendido el tratamiento 
(Galhardo et al., 1999). En otro paciente co-infectado con VIH, el tratamiento resultó 
eficaz para reducir la parasitemia aunque se produjo la muerte por la infección 
concomitante (Almeida et al., 2009).  
Dentro del citado estudio clínico con alopurinol, otro brazo de tratamiento fue con 
itraconazol. Se reclutaron 135 pacientes con enfermedad de Chagas en fase crónica y 
a los 4 años de seguimiento se obtuvo una cura de 44%, determinada por 
xenodiagnóstico. Luego de 11 años de seguimiento, el porcentaje de pacientes 
curados fue de 50%, utilizando como herramienta diagnóstica la asociación entre PCR 
y xenodiagnóstico. El seguimiento a 20 años reportó que 25 de 46 pacientes 
presentaron resultados negativos por xenodiagnóstico y qPCR de las heces de los 
triatominos utilizados en dicha prueba, y 15 pacientes presentaron ECG normales (Apt 
et al., 2013). El itraconazol también fue empleado en un caso de reagudización de 
enfermedad de Chagas por co-infección con VIH, con el mismo desenlace fatal 
(Almeida et al., 2009). 
En los últimos años, los azoles de segunda generación tuvieron una nueva 
oportunidad de ser evaluados en estudios clínicos. La eficacia del posaconazol fue 
estudiada en dos ensayos independientes (Stop-Chagas y Chagasazol), donde se 
obtuvieron similares resultados, relacionados con la actividad tripanostática del 
posaconazol, el fallo terapéutico a largo plazo y la eficacia inferior respecto al 
tratamiento con benznidazol (Molina et al., 2014; Morillo et al., 2017). 
Asimismo, en los últimos años un estudio clínico evaluó la eficacia y seguridad del 
E1124, una prodroga del ravuconazol. Si bien se evidenció una buena tolerancia y fue 
efectiva para eliminar la parasitemia durante el tratamiento, tampoco se observó un 
efecto a largo plazo, detectando ADN parasitario en sangre mediante PCR, a un año 
de seguimiento (Torrico et al., 2018).  
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1.9    Tratamiento 
 
Actualmente, las opciones terapéuticas para el tratamiento antiparasitario específico 
se encuentra limitado a dos drogas nitroheterocíclicas: benznidazol (BZ) (N-bencil-2-
(2-nitroimidazol-1-il)acetamida) y nifurtimox (NFX) (RS)-N-(3-metil-1,1-dioxo-1,4-
tiazinan-4-il)-1-(5-nitro-2-furil)metanimina) (Figura 6).  
 
Figura 6. Estructuras químicas de las drogas disponibles para el tratamiento de la 
enfermedad de Chagas.     
                                    
A) Benznidazol                                              B) Nifurtimox 
 
 
Ambas drogas contienen un grupo nitro unido a un anillo de imidazol o de furano, 
respectivamente. Tanto BZ como NFX son pro-drogas y por lo tanto deben sufrir una 
activación enzimática mediada por nitroreductasas (NTR) para producir sus efectos 
citotóxicos. 
Aunque el mecanismo de acción (MoA) de estos fármacos sobre T. cruzi aún no se 
encuentra totalmente aclarado, se sugiere que el efecto tripanocida está mediado 
principalmente por la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) y sus 
metabolitos electrofílicos. Actualmente, existen dos hipótesis relacionadas con las vías 
de reducción de los nitroheterociclos (Wilkinson y Kelly, 2009). 
Inicialmente se postuló que la activación de cualquiera de los dos fármacos conlleva la 
formación de ROS, involucrando una reducción de un electrón catalizada por enzimas 
NTRs de tipo II. En presencia de oxígeno, esto promueve la producción de anión 
superóxido y la regeneración de droga, en un proceso denominado ciclo fútil.  
Hasta el momento, varias enzimas tripanosomales que contienen flavín adenín 
dinucleótido (FAD), como la tripanotiona reductasa, lipoamida deshidrogenasa y 
citocromo P450 reductasa han sido relacionadas con la reducción de NFX.  
Este MoA era considerado atractivo porque sugería que los tripanosomátidos carecían 
de los mecanismos clásicos responsables de la detoxificación de ROS en otros 
eucariotas. Sin embargo, los tripanosomátidos poseen una serie de vías alternativas 
para la defensa oxidativa.  
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El único vínculo directo entre la formación de ROS inducida por drogas y la actividad 
tripanocida surge de ensayos realizados con el silenciamiento de genes SODB1 de 
Trypanosoma brucei, que codifican para una enzima superóxido dismutasa. Aquellos 
parásitos deficitarios en SODB1 mostraron ser hipersensibles a NFX y BZ 
(Prathalingham et al., 2007). A su vez, el análisis funcional de otras vías de defensa 
oxidativa no ha podido relacionarse con la actividad tripanocida de drogas 
nitroheterocíclicas. 
La segunda hipótesis sobre el posible MoA de los nitroheterocíclos se basa en la 
actividad antiparasitaria demostrada de los nitrofuranos. En este caso, una enzima 
NTR de tipo I con flavín adenín mononucleótido (FAM) insensible al oxígeno mediaría 
una serie de reducciones de dos electrones del grupo nitro conservado, produciendo 
una hidroxilamina, al utilizar nicotinamida adenina reducida dinucleótido (fosfato) 
[NAD(P)H] como fuente de equivalentes reductores. La hidroxilamina puede así 
reaccionar para generar cationes nitrenio, que promueven la rotura del ADN (McCalla 
et al. 1971; Streeter y Hoener, 1988). 
Estos intermediarios altamente electrofílicos pueden además afectar otras moléculas 
del parásito. Los ROS formados, principalmente anión superóxido, se adhieren y 
dañan lípidos, proteínas y ADN parasitario (Maya et al., 2007). 
La disminución del contenido libre de tiol observado en T. cruzi tratado con NFX y BZ 
podría deberse a la conjugación del tiol con la forma nitrosa de las drogas, lo que 
afectaría el estado redox de la célula (Maya et al., 1997).  Dos enzimas tripanosomales 
con esta actividad han sido reportadas: la prostaglandina F2α sintasa (PGFS), 
conocida también como OYE (“Old yellow enzime”) y una NTR de tipo I (García-
Huertas et al.,  2017). 
También se ha reportado, en un modelo murino de infección aguda, que el  tratamiento 
con BZ incrementa la fagocitosis en esplenocitos y aumenta la producción de IFN-γ 
(Romanha et al., 2002), sugiriendo un mecanismo inmunomodulador. 
El tratamiento antiparasitario específico tiene como objetivos eliminar al parásito 
durante la fase aguda, prevenir el daño orgánico durante la fase crónica indeterminada 
y disminuir los eventos asociados a la morbi-mortalidad cuando la enfermedad se 
manifiesta clínicamente (Rassi et al., 2012). 
Tanto el NFX como BZ poseen una probada eficacia en los casos agudos y 
congénitos, con una respuesta terapéutica de 70 y 98% (Coura, 2009; Apt, 2010), 
respectivamente.  
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Sin embargo, la efectividad del tratamiento durante la fase crónica de la enfermedad 
ha sido cuestionada. Recientemente, un estudio prospectivo, multicéntrico, 
randomizado, que incluyó a 2.854 pacientes con cardiomiopatía chagásica evidenció 
que el tratamiento con BZ redujo significativamente la serología pero no fue capaz de 
reducir el deterioro cardíaco respecto al grupo placebo, en un seguimiento durante 
cinco años (Morillo et al., 2015).  
El criterio médico actual es brindar siempre el tratamiento en los casos agudos, en 
niños o en adultos y en la fase indeterminada de la etapa crónica en los pacientes 
hasta 18 años de edad y ofrecer el tratamiento voluntario a aquellos pacientes adultos 
que se encuentren cursando la forma crónica con patología leve a moderada (Coura y 
Borges-Pereira, 2011). 
Tanto BZ como NFX suelen provocar eventos adversos que, de ser graves, pueden 
llevar a la interrupción temporaria o definitiva del tratamiento.  
La tasa de incidencia de los efectos secundarios suele ser mayor a medida que la 
edad del paciente tratado aumenta. Un estudio reciente reportó que los pacientes 
pediátricos tratados con BZ poseen una menor concentración plasmática de la droga 
que los pacientes adultos, sugiriendo un tiempo de aclaramiento más rápido, lo que 
permitiría una menor acumulación de la droga en el organismo y podría explicar la 
menor frecuencia de efectos adversos en esta población, sin alterar la eficacia del 
tratamiento (Altcheh et al., 2014).  
Los eventos adversos más comúnmente reportados con el uso de BZ son dermatitis 
alérgicas pruriginosas y eritematosas, usualmente seguidas de descamación, 
polineuropatías en distal de miembros inferiores y otros síntomas como náuseas, 
vómitos, anorexia, pérdida de peso, insomnio, pérdida del sentido del gusto y 
onicolisis. Más raramente, se describen eventos serios como leucopenia con 
granulocitopenia o agranulocitosis y púrpura trombocitopénica, que obligan a 
suspender el tratamiento de inmediato (Castro et al., 2006; Rassi et al., 2012; Aldasoro 
et al., 2015). 
Para el caso del NFX se han reportado numerosos efectos secundarios siendo más 
frecuentes los trastornos gastrointestinales tales como anorexia, pérdida de peso, 
náuseas, vómitos, dolor abdominal y diarrea, seguidos por alteraciones a nivel del 
sistema nervioso central: insomnio, irritabilidad, desorientación, cefaleas, mareos, 
vértigos y cambios en el comportamiento. Menos frecuentemente, se han descripto 
polineuropatías, parestesias, neuritis periféricas, mialgias y artralgias (Apt, 2010; 
Murcia et al., 2012).  
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1.10 Variabilidad biológica de T. cruzi e implicancias en el 
desarrollo de fármacos 
 
Dada la diversidad genética y fenotípica intraespecífica de T. cruzi relacionadas con el 
comportamiento biológico, las características bioquímicas y de respuesta al 
tratamiento, se propuso la denominación de “complejo cruzi” (Devera et al., 2003).  
Numerosos esfuerzos se han realizado para caracterizar y definir subgrupos, 
recibiendo distintas denominaciones tales como biodemas, zimodemas, 
esquizodemas, cepas, clados o linajes a las que se ha intentado relacionar con la 
diversidad que presenta T. cruzi respecto a la eco-epidemiología, fisiopatología y 
susceptibilidad a los fármacos (Zingales et al., 2009).  
Inicialmente, la clasificación de T. cruzi se basó en el análisis de polimorfismos 
isoenzimáticos mediante electroforesis. Así se definieron los zimodemas 1 (Z1), 
predominante en el ciclo selvático y al zimodema 2 (Z2), más frecuente en el ciclo 
doméstico. Posteriormente, dos zimodemas híbridos fueron agregados al Z2, el Z2 
boliviano y Z2 paraguayo, para diferenciarlos del Z2 brasileño. Luego, se definió el Z3, 
descripto originalmente en la región Amazónica y asociado al ciclo selvático de 
transmisión. Finalmente, Z3 fue subdividido en Z3A y Z3B.  
A partir del estudio de las isoenzimas de 22 loci y de la amplificación al azar de 
polimorfismos de ADN (RAPD, Random Amplified Polimorphic DNA) se propuso 
subdividir al Z2 y Z3 en 5 linajes (IIa-IIe) (Brisse et al., 2000).  
Mediante el análisis de los polimorfismos en el tamaño de los fragmentos de 
restricción (RFLP, Restriction Fragment Length Polymorphism) del ADN del 
kinetoplasto (kADN) se definieron los esquizodemas. Así, distintos aislamientos con 
patrones similares en los fragmentos de restricción fueron agrupados en una misma 
categoría. Este análisis reveló una diversidad genética inesperadamente alta (Macedo 
y Segatto, 2010).  
Asimismo, los esquizodemas presentaron una fuerte asociación con los zimodemas, 
sugiriendo una evolución paralela del ADN nuclear y del kADN (Morel et al., 1980; 
Montamat et al., 1999). 
Utilizando ensayos de PCR dirigidos a la secuencia del dominio D7 del gen ADNr que 
codifica para la subunidad ribosomal 24α (ADNr 24sα) se definieron los grupos 1 y 2 
(Souto y Zingales, 1993) mientras que con la amplificación de la secuencia intergénica 
no transcripta del mini-exón (“spliced leader”, SL) se establecieron los grupos I y II 
(Souto et al., 1996).  
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Finalmente, junto con la amplificación del gen codificante de la subunidad ribosomal 
18s (ADNr 18s) se propuso un algoritmo de clasificación de T. cruzi en 6 linajes (I y IIa-
IIe) (Brisse et al., 2001). 
Para simplificar la nomenclatura y estandarizar la metodología de trabajo se llegó a un 
consenso para clasificar a T. cruzi en 6 unidades discretas de tipificación (UDTs ó 
DTUs, Discrete Typing Units), denominadas TcI-VI y definidas como un grupo de 
cepas genéticamente similares entre sí e identificables por marcadores moleculares en 
común (Zingales et al., 2009, 2012). La actual nomenclatura y las equivalencias con 
las denominaciones anteriores se muestran en la tabla 1. 
 
Tabla 1. Nomenclatura actual de las UDTs de T. cruzi y su equivalencia con 
denominaciones previas. 
 
Consenso 
2009 
Abreviatura Linajes Zimodemas 
Cepa  
de referencia 
T. cruzi I TcI UDT I Z1 
Sylvio X10, 
Colombiana 
T. cruzi II TcII UDT IIb Z3 Esmeraldo, JG 
T. cruzi III TcIII UDT IIc Z2 M5631, M6241 
T. cruzi IV TcIV UDT IIa Z2 CanIII 
T. cruzi V TcV UDT IId Z2 MN cl2, SC43 
T. cruzi VI TcVI UDT IIe Z2 CL Brener 
Adaptado de Tibayrenc et al., 2010; Zingales et al., 2012. 
 
Se ha intentado asociar a las distintas UDTs con otras características del parásito tales 
como la distribución geográfica, la especificidad de hospedador, la sensibilidad a los 
fármacos, e incluso a las presentaciones clínicas de la enfermedad. Sin embargo, 
hasta el momento, solo se ha podido establecer una relación entre los distintos tipos 
de UDT, la distribución geográfica y el ciclo involucrado (Figura 7) (Macedo y Segatto, 
2010). 
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Figura 7. Distribución geográfica de las UDT en el continente americano y la relación 
con los ciclos de transmisión de T. cruzi. 
 
 
Adaptado de Zingales et al., 2009.  
 
De este modo, TcI predomina en EE. UU., México, centro y norte de Sudamérica, 
mientras que TcII y los híbridos TcIII, TcV y TcVI abundan en el Cono Sur. TcIV, por su 
parte, puede encontrarse a partir del sur de EE. UU. hasta el Amazonas. Esta 
distribución también permite asociar a TcI con el ciclo silvestre de trasmisión y a TcII, 
TcV y posiblemente TcVI con el ciclo doméstico (Macedo y Segatto, 2010; Zingales et 
al., 2012).  
No obstante, aún no se ha podido establecer de manera concluyente si la variabilidad 
genética del parásito se relaciona con la presentación clínica de la enfermedad y la 
respuesta al tratamiento. En una extensa revisión sistemática, no pudo establecerse 
ninguna asociación entre el genotipo de T. cruzi implicado y la morbilidad crónica, el 
riesgo de reactivación o de transmisión congénita u oral (Messenger et al., 2015,).  
En relación a la evaluación de fármacos, un reciente trabajo reportó variaciones 
significativas en el efecto tripanocida in vitro de los inhibidores de la síntesis de 
ergosterol ensayado en un panel de cepas y clones de T. cruzi de distintos linajes, 
mientras que la eficacia de BZ y NFX no difirió significativamente entre los distintos 
genotipos empleados (Moraes et al., 2014). 
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Sin embargo, la eficacia de una serie de antibióticos macrólidos derivados de 
Streptomyces diastaticus fue variable según la UDT de las cepas empleadas, siendo 
menor el efecto sobre cepas pertenecientes a TcV y TcIV que sobre TcI-III y TcVI. 
Dicha variación podría estar explicada en parte por la variabilidad en la composición 
lipídica de la membrana plasmática, la cual sería el blanco terapéutico en este tipo de 
compuestos (Aquilino et al., 2012). 
Si bien aún la relación entre el genotipo de T. cruzi y la susceptibilidad a los fármacos 
no ha sido establecida, se ha sugerido tener en cuenta la variabilidad biológica del 
parásito durante el desarrollo y evaluación de nuevos fármacos y realizar el cribado 
primario idealmente con dos cepas y, para los métodos de cribado de alto rendimiento, 
la utilización de una única cepa, seleccionando preferentemente aquellas de UDTs 
asociadas más frecuentemente con la infección humana, tales como TcI, TcII, TcV o 
TcVI (Zingales et al., 2014; Fortes Francisco et al., 2017). 
La variabilidad en el comportamiento biológico de T. cruzi también fue reportada 
durante la infección experimental y la respuesta al tratamiento in vivo. Varios ensayos 
previos han indagado sobre las características biológicas de distintos aislamientos de 
T. cruzi inoculados en ratones, incluyendo la respuesta a los fármacos actualmente 
disponibles.  
Brener et al., en 1976, reportaron respuestas heterogéneas al tratamiento de ratones 
infectados con cepas de T. cruzi aisladas de T. infestans y de casos humanos en fase 
aguda y crónica (Brener et al., 1976). Trabajos posteriores realizados por Brener y 
Filardi, determinaron que la respuesta al tratamiento con NFX y BZ varió de 0 a 100% 
en ratones infectados con aislamientos obtenidos de distintos hospedadores y 
orígenes geográficos (Filardi y Brener, 1987).  
En trabajos más recientes, se estudió la respuesta al tratamiento con BZ en ratones 
infectados con cepas de T. cruzi aisladas de pacientes en fase aguda y crónica, de 
triatominos y de marsupiales de la región amazónica y del estado de Paraná, Brasil. 
Los resultados reportaron una gran heterogeneidad en la respuesta frente a las drogas 
de referencia (Teston et al., 2013). De manera similar, se obtuvo un 4,8% de cura 
parasitológica luego del  tratamiento con BZ en un modelo murino de infección con 
aislamientos de T. cruzi obtenidos de pacientes pediátricos del estado de Minas 
Gerais, Brasil (Oliveira-Silva et al., 2015).    
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1.11 Modelos de infección in vitro con Trypanosoma cruzi 
 
El pantropismo de T. cruzi por varios tipos celulares incluyendo músculo esquelético, 
cardíaco y liso, fibroblastos, adipocitos, neuronas, macrófagos, células dendríticas, 
epiteliales y endoteliales fue utilizado para establecer variados modelos de infección in 
vitro. 
Según Croft et al. (2003), los ensayos in vitro empleados para evaluar el efecto 
tripanocida de un compuesto requieren: 
 
• Estudiar un estadio parasitario presente en el hospedador vertebrado. 
• Emplear una población parasitaria en división. 
• Obtener la actividad de la droga de manera cuantificable y reproducible. 
• Utilizar concentraciones del compuesto en concentraciones factibles de alcanzar 
en plasma y tejidos. 
 
Los ensayos in vitro más utilizados para establecer la actividad de compuestos 
candidatos contra T. cruzi se basan en cuantificar el número de amastigotes presentes 
en co-cultivos con células hospedadoras derivadas de mamíferos.  
El estadio de tripomastigote (sanguíneo o derivado de cultivo) también puede ser 
empleado para evaluar la actividad in vitro de drogas, teniendo como objetivo primario 
la aplicación sobre hemocomponentes (Buckner, 2011).  
La utilización de epimastigotes en ensayos de susceptibilidad a drogas estuvo 
ampliamente difundida anteriormente debido a la facilidad del mantenimiento y los 
menores requisitos de contención biológica. Sin embargo, actualmente la mayoría de 
los estudios de eficacia in vitro son realizados sobre los estadios parasitarios de 
relevancia clínica, ya que se han demostrado diferencias metabólicas y bioquímicas 
entre los estadios, que redundan en diferencias significativas reportadas entre las 
concentraciones inhibitorias 50% (IC50) para epimastigotes y amastigotes (Croft, 1986; 
Neal & van Bueren, 1988; Buckner, 2011). 
Para evaluar la eficacia de compuestos sobre amastigotes de T. cruzi son de 
preferencia células adherentes, de citoplasma grande y con prolongaciones, lo que 
facilita el posterior recuento de los amastigotes y con tiempos de replicación más 
largos que el tiempo de replicación del estadio parasitario.  
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En este sentido, es importante mencionar que la radiación ionizante de las células 
hospedadoras previa a la infección, inhibe la mitosis y permite el ingreso de los 
tripomastigotes en la mayoría de las células en cultivo (Schmatz y Murray, 1982), 
evitando el sobrecrecimiento de la monocapa celular, y con ello, un aparente 
porcentaje bajo de células infectadas, lo que puede llevar a subestimar la tasa de 
células infectadas, y en consecuencia, la eficacia de un compuesto evaluado sobre 
células en división (Croft, 1986; Croft y Brun, 2003).  
Las líneas celulares Vero, HeLa, L929, L6, 3T3, LLC-MK2 y Músculo Esquelético 
Embrionario Bovino (BESM) son las células más frecuentemente empleadas (Buckner, 
2011). Recientemente, la línea U2SO (derivada de osteosarcoma humano) fue 
utilizada para determinar la efectividad de varios compuestos líderes en el desarrollo 
de drogas tripanocidas tales como fexinidazol, oxaborol AN4169 y varios inhibidores 
de la síntesis de ergosterol, entre ellos posaconazol y ravuconazol (Moraes et al., 
2014).  
Las características de las células hospedadoras tienen un papel relevante para 
determinar la actividad in vitro de los compuestos tripanocidas. Los cultivos primarios y 
las líneas celulares poseen distinta susceptibilidad a la infección con T. cruzi así como 
la permeabilidad a los fármacos es variable según el tipo celular empleado. Por 
ejemplo, el alopurinol requiere del doble de la concentración en un cultivo primario de 
cardiomiocitos de rata que en las líneas Vero y BESM para lograr el mismo efecto 
inhibitorio sobre amastigotes (Grosso et al., 2010).  
 
1.12 Métodos in vitro de cribado farmacológico 
 
Los ensayos tradicionales para determinar la susceptibilidad a fármacos se basan en 
el co-cultivo de células y parásitos sobre laminillas de vidrio incubados con distintas 
concentraciones del compuesto candidato durante determinado tiempo. Luego las 
laminillas son fijadas con metanol y teñidas con colorante de Giemsa para realizar el 
conteo manual del número de células infectadas y el número de amastigotes 
intracitoplasmáticos, mediante observación con microscópico óptico.  
Este enfoque de trabajo puede ser útil para evaluar pocos compuestos por ensayo, 
pero consume mucho tiempo de trabajo y, al ser operador dependiente, puede generar 
una alta dispersión de los datos obtenidos o sesgos si las lecturas no son realizadas a 
ciegas (Bustamante y Tarleton, 2011). 
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Una modificación de este método de cuantificación resulta de mantener los co-cultivos 
hasta el momento en que los tripomastigotes se diferencian a partir de los amastigotes 
intracelulares y lisan la célula, emergiendo al sobrenadante. A partir de dicha muestra, 
se realiza el recuento microscópico de los tripomastigotes liberados, evaluando el 
efecto anti-amastigote del compuesto de manera indirecta (da Silva et al., 2010; 
Polanco-Hernández et al., 2012).  
Esta variante permite trabajar en placas de 96 pocillos, lo que facilita y aumenta el 
número de drogas a evaluar por ensayo, transformándolo en un método de cribado de 
mediano rendimiento. Si bien este método no queda exento de la pericia del operador, 
los recuentos suelen ser menos dispersos. Como principales desventajas de esta 
metodología pueden citarse que todos los recuentos deben ser realizados al momento 
de finalizar el ensayo y la potencial ocurrencia de falsos positivos en aquellos 
compuestos que posean capacidad parasitostática (Croft y Brun, 2003). 
Recientemente, se reportó una innovación de esta metodología que reemplaza el 
recuento manual de tripomastigotes por un procedimiento automatizado mediante un 
kit comercial colorimétrico (Reigada et al., 2017). 
En los últimos años, y mediante la aplicación de herramientas biotecnológicas, se 
desarrollaron métodos colorimétricos o fluorimétricos que permiten aumentar el 
número de compuestos evaluados por ensayo, en un método conocido como cribado 
de alto rendimiento (High Throughput Screening o HTS).   
De manera general, estas técnicas utilizan de cepas de T. cruzi modificadas 
genéticamente, con insertos de genes reporteros que codifican para enzimas como la 
β-galactosidasa o luciferasa (Buckner et al., 1996; Canavaci et al., 2010) o para 
proteínas fluorescentes de expresión constitutiva (Pires et al., 2008). 
Estas cepas modificadas generan una señal colorimétrica o fluorimétrica cuya 
intensidad aumenta de manera directamente proporcional a la cantidad de parásitos 
viables (Buckner, 2011). Posteriormente, esta metodología de trabajo se adaptó para 
placas de 96 y 384 pocillos para sistemas automatizados de manejo de líquidos, 
incrementando de manera exponencial la cantidad de compuestos evaluados por 
campaña de cribado (Bettiol et al., 2009; Buckner, 2011).  
Para los parásitos genéticamente modificados que portan un gen de β-galactosidasa o 
de luciferasa, se requiere adicionar un sustrato, el cual se obtiene en una única 
medición de punto final. Por su parte, los parásitos que expresan una proteína 
fluorescente de manera constitutiva permiten realizar mediciones sucesivas, 
independientes de la adición de sustrato, por lo que pueden aplicarse para estudiar la 
cinética de la infección y el efecto del tratamiento a lo largo del tiempo (Alonso-Padilla 
& Rodríguez, 2014). 
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Como desventaja puede enumerarse que sólo pueden emplearse cepas de T. cruzi 
modificadas genéticamente, sin la posibilidad de usar aislamientos o clones salvajes. 
Además, cuando la lectura del producto es de tipo colorimétrica, algunos compuestos 
coloreados pueden interferir en la obtención de los resultados.  
Otro método de cribado de alto rendimiento conocido como cribado de alto contenido 
se basa en la captura automática de imágenes de células infectadas (Zanella et al., 
2010). Generalmente, las líneas celulares derivadas de mamíferos infectadas con T. 
cruzi son teñidas con DAPI y a través de un programa informático acoplado a un 
microscopio de fluorescencia se capturan imágenes de todos los pocillos, las cuales 
son analizadas automáticamente, determinando el número de células infectadas y la 
cantidad de amastigotes intracelulares por célula (Engel et al., 2010; Nohara et al., 
2010; Moraes et al., 2014; Neitz et al., 2014). 
Dicha tecnología elimina el sesgo del operador y disminuye el tiempo de los ensayos, 
pudiendo emplear cualquier cepa o aislamiento de T. cruzi sin necesidad de 
modificarlo genéticamente. También cuenta con la ventaja que puede emplearse de 
manera simultánea para estimar el efecto citotóxico del compuesto sobre la célula 
hospedadora.  
Sin embargo, el alto costo inicial del equipamiento necesario resulta privativo para la 
mayoría de los laboratorios, quedando reservado solamente para las grandes 
instituciones de investigación y desarrollo (Buckner, 2011; Bustamante y Tarleton, 
2011).  
En la tabla 2 se resumen los métodos in vitro para el cribado de compuestos y sus 
principales ventajas y desventajas. 
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Tabla 2. Aspectos comparativos de los métodos de cribado fenotípico para identificar 
compuestos con actividad anti-Trypanosoma cruzi. 
 
 
Método clásico 
 
Método clásico 
modificado 
Alto contenido Alto rendimiento 
 
Rendimiento 
 
Bajo Mediano Alto Alto 
Variable en 
estudio 
Captura aleatoria de 
microfotografías y 
recuento manual de 
amastigotes 
intracelulares y 
células infectadas 
Recuento 
microscópico de 
tripomastigotes 
que emergen de 
las células 
infectadas 
Captura aleatoria 
de microfotografías 
y recuento 
automático de 
amastigotes 
intracelulares y de 
células infectadas 
Detección 
colorimétrica 
(absorbancia / 
fluorescencia) de la 
carga parasitaria 
utilizando parásitos 
modificados 
genéticamente 
Ventajas 
Método 
“gold standard”. 
Aplicación en 
aislamientos o stocks 
previa 
estandarización. 
Aplicación en 
aislamientos o 
stocks previa 
estandarización. 
Permite 
determinar 
citotoxicidad de 
manera 
simultánea. 
Posibilidad de 
cribado de 
biblioteca de 
compuestos. 
Aplicación en 
aislamientos o 
stocks previa 
estandarización. 
Permite determinar 
citotoxicidad de 
manera simultánea. 
Posibilidad de 
cribado de 
biblioteca de 
compuestos.  
No requiere 
equipamiento 
especial. 
Desventajas 
Recuentos operador-
dependiente. Sesgos 
y dispersión de datos 
Todos los 
recuentos en el 
mismo momento; 
recuentos 
operador-
dependiente. 
Falsos positivos 
de compuestos 
parasitostáticos. 
Equipamiento  
muy costoso. 
Parásitos 
genéticamente 
modificados, no 
aplicable para 
aislamientos o 
stocks. 
Interferencia de 
compuestos 
coloreados en 
lecturas 
colorimétricas. 
No permite 
determinar 
citotoxicidad de 
manera simultánea. 
 
Los métodos presentados anteriormente poseen una característica en común: todos 
ellos tienen una estrategia enfocada para el cribado fenotípico, es decir, utilizan al 
organismo completo y por lo tanto todos sus blancos moleculares y rutas metabólicas 
asociadas quedan expuestas a la molécula en estudio en el mismo momento. En estos 
casos, el blanco bioquímico usualmente es desconocido durante todo el proceso de 
desarrollo y evaluación del compuesto y solo es esclarecido posteriormente a partir de 
estudios de química medicinal para optimización del compuesto líder (Buckner, 2011). 
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Por su parte, el cribado molecular es otro enfoque para la evaluación de compuestos, 
nuevos o reposicionados, y se basa en el conocimiento estructural del blanco 
molecular (generalmente una proteína), prescindiendo trabajar con el organismo 
completo (Gilbert, 2013).  
La secuenciación genética de T. cruzi ha permitido investigar distintos blancos 
terapéuticos. La base de datos del Programa Especial de Investigación y Capacitación 
en Enfermedades Tropicales (TDR) de la OMS, proporciona un banco de potenciales 
blancos obtenidos a partir de datos bioquímicos, genéticos y farmacológicos de varios 
patógenos, incluidos los tripanosomátidos.  
Varios blancos farmacológicos han sido bien caracterizados e identificados como 
esenciales para la supervivencia del parásito (Duschak, 2016), entre los cuales 
pueden mencionarse las enzimas tripanotiona reductasa (Apt, 2010), dihidrofolato 
reductasa (Maya et al., 2007), cisteín-peptidasa o algunas ADN topoisomerasas 
(Paulino et al., 2005).  
Sin embargo, el cribado molecular presenta algunas desventajas debido a las 
particularidades biológicas de T. cruzi. El estadio de amastigote se localiza dentro de 
la vacuola parasitófora de la célula hospedadora. El compuesto debe entrar allí y 
permanecer activo para ejercer su acción y por lo tanto, debería ser lo suficientemente 
permeable para atravesar varias membranas celulares y permanecer estable en un 
entorno ácido.  
Además, el compuesto debería actuar sobre alguna vía metabólica esencial del 
parásito y no debería ser sustrato de enzimas metabolizadoras del hospedador o del 
parásito, ni presentar una afinidad por blancos moleculares presentes también en el 
hospedador (Lepesheva, 2013; Reguera et al., 2014). Estas consideraciones no 
pueden ser evaluadas durante el cribado molecular, por lo que la tasa de falla en las 
primeras etapas de investigación suele ser elevada cuando se seleccionan 
compuestos con dicho enfoque. 
Actualmente se considera que el cribado fenotípico es el mejor criterio para identificar 
inicialmente aquellos compuestos con acción sobre T. cruzi y otros tripanosomátidos 
ya que, a pesar de las variables que condicionan el resultado final, es un método que 
simula de manera bastante realista lo que sucede durante la interacción del parásito 
con la célula hospedadora (Buckner, 2011; Don y Ioset, 2014; Yang et al., 2017). 
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Si bien la evaluación in vitro del efecto de las moléculas candidatas sobre distintos 
estadios parasitarios impide estudiar aquellos factores relacionados con el hospedador 
tales como la absorción, el metabolismo y la farmacocinética e incluso su modulación 
sobre la respuesta inmune innata o adquirida, estos ensayos constituyen una etapa 
indispensable en la evaluación preclínica para la selección de compuestos con 
actividad anti-T. cruzi. 
Para aquellos compuestos que presentan actividad sobre el estadio de amastigote (y 
eventualmente sobre tripomastigotes) en concentraciones similares a las obtenidas 
para las drogas de referencia, en ausencia de citotoxicidad para la célula 
hospedadora, junto con propiedades fisicoquímicas adecuadas, la evaluación es 
habitualmente continuada en un modelo in vivo de infección con T. cruzi. 
 
1.13 Modelos de infección in vivo con Trypanosoma cruzi para 
evaluación de fármacos 
 
Los animales de experimentación juegan un papel clave en  la investigación básica y 
traslacional sobre la enfermedad de Chagas para dilucidar diversos aspectos 
relacionados con la fisiopatología, la inmunología, el diagnóstico, la evaluación de 
compuestos parasiticidas y el desarrollo de vacunas (Jelicks et al., 2013). 
El propio Dr. Carlos Chagas envió los primeros aislamientos de T. cruzi al Instituto 
Oswaldo Cruz de Brasil con el fin de desarrollar la infección experimental en distintas 
especies animales, tales como perros, gatos, monos, conejos, cobayos y otros 
roedores (Desquesnes y Lana, 2010). 
El Comité de Enfermedad de Chagas del Programa de Entrenamiento e Investigación 
en Enfermedades Parasitarias (World Health Organization, 1984) sugiere que un 
modelo animal adecuado para el estudio de la enfermedad de Chagas es aquel que 
cumple con las siguientes características: 
• Permitir el aislamiento del parásito durante todo el curso de la infección. 
• Presentar serología reactiva como marcador de la infección activa. 
• Manifestar los diversos signos clínicos característicos durante la etapa crónica de 
la infección. 
• Desarrollar miocarditis, miositis y otras alteraciones patológicas características de 
la enfermedad. 
• Inducir una respuesta inmunológica contra los tejidos del hospedador. 
• Ser de fácil mantenimiento con costos económicos accesibles. 
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Considerando la compleja fisiopatología desarrollada en la enfermedad de Chagas, es 
posible que no exista un único modelo animal que reproduzca todos los aspectos de la 
infección natural en el humano, por lo que la elección de la especie animal dependerá 
de la hipótesis de trabajo planteada, de los objetivos previamente establecidos y de las 
variables en estudio, entre otros factores. 
Las especies animales más utilizadas para el estudio de la infección experimental con 
T. cruzi fueron ratones (Mus musculus), ratas (Rattus norvegicus) y caninos (Canis 
lupus familiaris). Menos comúnmente se emplearon conejos (Oryctolagus cuniculus), 
hamsters (Mesocricetus auratus) y cobayos (Cavia porcellus). Los estudios en 
primates tanto del viejo y como del nuevo mundo (Macaca mulatta y Cebus; Saimiri y 
Callithrix spp., respectivamente, entre otros géneros) han caído en desuso debido a la 
dificultad que presenta su obtención, mantenimiento y manejo, sumado a las 
objeciones éticas sobre el uso de primates no humanos en investigación. 
El curso de la infección experimental con T. cruzi varía considerablemente 
dependiendo de variables relacionadas con el hospedador (especie, cepa, sexo, edad 
a la infección) el parásito (cepa, origen) y los procedimientos asociados (inóculo, vía 
de infección). 
Cada especie animal desarrolla distintas respuestas fisiopatológicas a la infección con 
T. cruzi y, en algunos casos, diferentes a las que se presentan en el hospedador 
humano (do Canto Cavalheiro y Leon, 1999Desquesnes y Lana, 2010). 
El perro fue propuesto como una especie adecuada para el modelo experimental dado 
que reproduce las fases aguda y crónica de la enfermedad. Castro y col. 
caracterizaron el comportamiento biológico de las cepas Y y CL de T. cruzi en un 
modelo canino de infección vía intraperitoneal y conjuntival con distintos estadios 
parasitarios (tripomastigotes sanguíneos o metacíclicos). Por los resultados obtenidos, 
los autores concluyeron que el desarrollo de la etapa aguda de la infección depende 
principalmente de las características del parásito y de la modulación inmunológica del 
hospedero (Castro y Brener, 1985). 
En un estudio posterior empleando un modelo canino, la cura parasitológica 
establecida por métodos directos, serológicos y moleculares luego del tratamiento con 
BZ durante la fase aguda fue del 62,5% y del 38,7% para el tratamiento durante la fase 
crónica, siendo tasas de respuesta terapéutica similares a las descriptas previamente 
en humanos (Guedes et al., 2002). Este trabajo además avaló la utilidad del modelo 
canino para la evaluación de nuevos compuestos tripanocidas.  
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La eficacia del antifúngico ravuconazol fue inicialmente estudiada en un modelo 
canino. Durante la administración del tratamiento, la droga fue capaz de eliminar a los 
tripomastigotes sanguíneos aunque no a los parásitos alojados en los tejidos del 
hospedador, ocurriendo reactivación de la parasitemia una vez concluido el 
tratamiento (Diniz et al., 2010). Estas observaciones fueron luego confirmadas en la 
prueba de concepto llevada a cabo en un estudio clínico en pacientes con enfermedad 
de Chagas en fase indeterminada (Chatelain, 2015; Torrico et al., 2018). 
Las ratas de experimentación han sido consideradas más resistentes a la infección 
con T. cruzi debido a que desarrollan bajos niveles de parasitemia y baja tasa de 
mortalidad durante la fase aguda, incluso en crías recién destetadas (Jorge y Castro, 
2000). Estas características serían entonces apropiadas para desarrollar modelos de 
infección crónica en esta especie. Asimismo, se demostró la presencia de 
tripomastigotes en líquido amniótico de ratas Wistar infectadas a los 10 días de 
gestación, sugiriendo la posibilidad de transmisión congénita en esta especie (Moreno 
et al., 2006).   
Ratas infectadas con la cepa Y de T. cruzi desarrollaron cardiopatías y megavísceras 
principalmente en colon, vejiga, vesículas seminales y útero así como también 
reducción de los somas neuronales en los plexos de Meissner y Auerbach del 
estómago, colon y recto (De Alcantara y De Oliveira, 1964). 
En otros estudios, las ratas infectadas con la cepa Colombiana desarrollaron 
alteraciones electrocardiográficas, similares a las observadas en pacientes (Bestetti et 
al.,  1987; Jorge y Castro, 2000).  
Unos pocos ensayos preclínicos utilizaron como modelo a la rata. En trabajos previos, 
se evaluó el efecto tripanocida de la hormona de crecimiento y de la melatonina, sola o 
combinada con dehidroepiandrosterona (DHEA), además de DHEA (como 
monoterapia o en combinación con BZ) en modelos de infección aguda, evidenciando 
en todos los casos un efecto tripanostático (Kuehn et al., 2009; Frare et al., 2010; 
Santos et al., 2010).  
Por su parte, en un modelo de infección crónico en ratas, se estudió el efecto 
inmunomodulador del infliximab, un antagonista del factor de necrosis tumoral α (TNF- 
α) el cual disminuyó la severidad de la miocarditis, impidió la reactivación de la 
parasitemia pero no fue capaz de lograr la cura parasitológica (Perez et al., 2009). 
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A pesar de algunas ventajas comparativas de la rata por sobre el ratón, tales como la 
mayor docilidad, facilidad de manipulación, de mantenimiento, de la posibilidad de 
obtener mayor cantidad de sangre en los muestreos y de aplicar herramientas de 
diagnóstico por imágenes (por ejemplo, eco y electrocardiograma), el modelo 
experimental de infección con T. cruzi en ratas no ha sido ampliamente difundido para 
el desarrollo y evaluación de fármacos. 
El ratón (Mus musculus) es la especie más frecuentemente empleada para el estudio 
de la enfermedad y para evaluación de fármacos, aún a pesar de algunos 
cuestionamientos (Costa, 1999). Posiblemente, la facilidad para su manipulación, el 
bajo costo de mantenimiento, el vasto conocimiento de su sistema inmune y la amplia 
variedad de cepas y transgénicos ha contribuido al uso extensivo de esta especie para 
diversas investigaciones (Buckner, 2011; Jelicks & Tanowitz, 2011; Chatelain y Konar, 
2015). 
Los ratones infectados con T. cruzi desarrollan tanto la fase aguda (con altas 
parasitemias y mortalidad) como la fase crónica de la enfermedad, manifestando 
cardiomiopatías y alteraciones electrocardiográficas propias de esta etapa. En esta 
especie, también se ha podido reproducir la infección por vía vertical, con una tasa de 
transmisión hacia las crías del 4% (Jorge y Castro, 2000; Solana et al., 2002). 
Como se indicó anteriormente, el resultado final de un modelo animal de infección con 
T. cruzi dependerá tanto de factores relacionados con el hospedador, el parásito y los 
procedimientos.  En este sentido, se evidenció una mayor morbi-mortalidad en ratones 
C57BL/6 que en BALB/c infectados por vía subcutánea con el mismo inóculo de la 
cepa Tulahuén (Roggero et al., 2002). 
El modelo murino de infección aguda con T. cruzi es el más utilizado para evaluar la 
eficacia de nuevos compuestos parasiticidas. Esta premisa posiblemente esté 
fundamentada por los trabajos pioneros de Brener y Filardi, quienes postularon que la 
capacidad tripanocida de un compuesto debía ser estudiada inicialmente en un modelo 
de infección que desarrolle altos niveles de parasitemia y produzca alta tasa de 
mortalidad (Brener, 1962; Filardi y Brener, 1987).  
El objetivo principal de la evaluación preclínica in vivo es determinar el efecto 
tripanocida de los compuestos candidatos (Romanha et al., 2010; Buckner, 2011; 
Chatelain y Konar, 2015). 
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Los modelos in vivo estandarizados habitualmente emplean una combinación de cepa 
murina-cepa parasitaria diferente, produciendo diversos resultados, lo que dificulta la 
posibilidad de unificar criterios y estandarizar ciertas características claves para poder 
evaluar adecuadamente la eficacia, impidiendo la comparación de resultados entre 
distintos estudios. Esto fue reportado en una reciente revisión sistemática realizada 
como parte de la estandarización del modelo murino establecido en este trabajo (Gulin 
et al., 2015).  
En 2008 se llevó a cabo en Río de Janeiro, un simposio para el desarrollo y evaluación 
de drogas para la enfermedad de Chagas, con el objetivo de unificar criterios para el 
cribado in vitro e in vivo de compuestos candidatos. Como conclusión general para los 
ensayos en animales, se recomendó utilizar modelos murinos de infección aguda con 
cepas de T. cruzi con distinta respuesta terapéutica al BZ y establecer como criterio de 
cura la negativización parasitológica determinada por PCR luego de ciclos de 
inmunosupresión farmacológica (Romanha et al., 2010).  
Trabajos posteriores emplearon la qPCR para cuantificar la carga parasitaria en tejidos 
blanco (sangre, corazón, músculo esquelético), estableciendo de ese modo el criterio 
de cura parasitológica (Keenan et al., 2013; Bustamante et al., 2014).   
Recientemente, se desarrolló una técnica de bioluminiscencia, que permite monitorear 
la progresión de la infección con T. cruzi, determinar el efecto del tratamiento en 
tiempo real e identificar los órganos donde se encuentran los reservorios tisulares 
parasitarios (Genetu Bayih et al., 2017). 
Esta herramienta, se basa en la transfección de parásitos con el gen de la luciferasa, 
cuyo sustrato (luciferina) es inyectado a los animales y, que al transformase dentro del 
parásito, genera una señal luminiscente directamente proporcional a la cantidad de 
parásitos presente en los tejidos (Lewis et al., 2015). 
Estas técnicas no invasivas de diagnóstico por imágenes también contribuyen al 
bienestar animal, refinando los métodos de evaluación y seguimiento de nuevos 
tratamientos, reduciendo el número de animales a utilizar y obteniendo una mayor 
cantidad de datos de mejor robustez y calidad, permitiendo seguir la progresión de la 
infección y la respuesta al tratamiento en tiempo real.  
Tal como se describió anteriormente, varios aspectos de la enfermedad de Chagas 
han sido estudiados en diversos modelos animales, los cuales presentan similitudes y 
diferencias tanto entre sí como con la patología desarrollada en el humano.  
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Por todo lo señalado, resulta evidente que la elección final del modelo animal se 
encuentra condicionada por múltiples variables y que, pese a los esfuerzos por 
estandarizar algunos aspectos de los modelos animales que permitan evaluar nuevos 
compuestos de manera sistemática, aún falta establecer una serie de criterios 
comunes que contribuyan a la comparación de resultados y a la obtención de sólidas 
conclusiones. 
Tal como sucede en el seguimiento de los pacientes infectados, actualmente no existe 
un criterio definitivo para establecer la cura parasitológica, por lo que la validación de 
marcadores subrogantes podría contribuir a mejorar la predictibilidad y transferencia 
de los resultados obtenidos en modelos animales hacia los estudios clínicos 
(Chatelain, 2015). 
 
1.14 Reposicionamiento de fármacos 
 
El desarrollo de nuevas moléculas desde la etapa de síntesis y posterior fase 
preclínica hasta el inicio de los estudios clínicos requiere de inversiones significativas 
que superan los mil millones de dólares y que puede llevar al menos 10 años (IOM 
(Institute of Medicine), 2014), condicionando la investigación a la promesa de 
importantes beneficios económicos una vez que la droga llegue al mercado, 
infrecuente en este tipo de enfermedades ignoradas (Lepesheva, 2013). 
La investigación y el desarrollo de nuevos compuestos es una inversión de riesgo ya 
que menos del 5% de las drogas candidatas que ingresan a la etapa de estudios 
clínicos logran su posterior aprobación (Pollastri y Campbell, 2011).  
Por todo lo mencionado, existe escaso interés por parte de la industria farmacéutica en 
el desarrollo de nuevos compuestos para la enfermedad de Chagas (Paulino et al., 
2005). En un estudio reciente sobre el desarrollo de nuevos fármacos, sólo el 1,3% de 
los fondos para investigación fueron destinados a enfermedades olvidadas y, de éstas, 
ninguna correspondió a la enfermedad de Chagas (Cerecetto et al., 2012).  
La responsabilidad queda entonces en manos de la investigación dentro de 
instituciones académicas públicas y en consorcios público-privados, relacionados con 
organizaciones no gubernamentales (Chatelain y Ioset, 2011). Sin embargo, el acceso 
a las bibliotecas de compuestos generados por los grandes laboratorios es limitado y 
frecuentemente complejo debido a asuntos comerciales, particularmente relacionados 
con la propiedad intelectual (Andrews et al., 2014). 
Frente a esta situación, existen alternativas para mejorar las opciones terapéuticas de 
la enfermedad, tales como el reposicionamiento de drogas y la terapia combinatoria.  
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Estas estrategias implican una inversión de recursos económicos y humanos 
significativamente menor, reduciendo además los tiempos requeridos para transferir 
los resultados a estudios clínicos. 
El reposicionamiento de fármacos puede definirse simplemente como nuevos usos de 
drogas conocidas, y refiere a la investigación de nuevas aplicaciones para drogas 
previamente desarrolladas y aprobadas para uso clínico (Pollastri y Campbell, 2011; 
Andrews et al., 2014). 
De esta manera, dichas drogas son evaluadas en modelos in vitro e in vivo de 
infección con T. cruzi que permiten confirmar o descartar su efecto rápidamente. Si 
surgiera evidencia de la eficacia de un candidato, podría plantearse una pronta 
transferencia a estudios clínicos en pacientes, evitando incluso la realización de 
estudios clínicos de fase I y IIa (Oprea y Mestres, 2012). 
Dado que los estudios clínicos constituyen la etapa más onerosa de todo el proceso de 
desarrollo de nuevas drogas, estos costos disminuyen significativamente en el caso de 
medicamentos para los que ya se cuenta con información en pacientes, maximizando 
el conocimiento y la información previa de ensayos preclínicos y clínicos relacionados 
con la farmacocinética-farmacodinamia, toxicología y seguridad. Actualmente, las 
drogas reposicionadas representan casi el 30% de las aprobaciones por la FDA de los 
últimos años (Kaiser et al., 2015). 
En un primer momento, el reposicionamiento de fármacos fue producto de hallazgos 
casuales (serendipia) a partir de las observaciones durante el uso clínico. 
Posteriormente, distintos enfoques asistidos por computadora fueron aplicados para la 
reorientación de fármacos de manera ordenada y sistemática, incluyendo herramientas 
de bioinformática, quimio informática y análisis de literatura de alto rendimiento 
(Bellera et al., 2015).  
El reposicionamiento in silico y la exploración de métodos basados en el análisis de la 
relación estructura-actividad cuali y cuantitativa (SAR y QSAR, por sus siglas en 
inglés) permitieron identificar drogas aprobadas por la FDA como candidatas para el 
tratamiento de la enfermedad de Chagas y otras enfermedades tropicales olvidadas 
(Ekins et al., 2011; Castillo-Garit et al., 2012; Bellera et al., 2013). 
Como ejemplos exitosos de reposicionamiento de fármacos para enfermedades 
olvidadas actualmente en uso clínico, puede mencionarse el uso de nifurtimox para el 
tratamiento de la Tripanosomiasis Africana tanto como monoterapia o combinado con 
eflornitina (desarrollada a su vez inicialmente como antineoplásico) (Sbaraglini et al., 
2016).  
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Esta combinación conocida como NECT (nifurtimox-eflornithine combination therapy), 
permitió reducir el tiempo de tratamiento y la dosis administrada, con un menor costo y 
optimizando los recursos de logística para la distribución y administración en zonas 
endémicas (Simarro et al., 2012; Klug et al., 2016).  
La combinación de fármacos, por su parte, se basa en el principio de asociación 
farmacológica de adición o sinergismo, en las cuales fármacos utilizados en forma 
conjunta, a menores dosis que la terapéutica, pueden potenciar su efecto (Coura, 
2009).  
Estas interacciones pueden ser evaluadas a través de un proceso similar al utilizado 
para evaluar drogas individuales, y presenta la posibilidad de obtener combinaciones 
altamente activas de drogas que no sólo sean más eficaces a menores dosis, sino que 
también minimicen la aparición de eventos adversos que en muchos casos obligan a 
discontinuar el tratamiento y reduzcan el riesgo de aparición de resistencia a las 
drogas individuales (Buckner, 2011). 
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2. Hipótesis de trabajo 
 
Existen fármacos, desarrollados para el tratamiento de otras patologías, con actividad 
tripanocida que pueden ser empleados de forma individual y/o combinados para el 
tratamiento de la enfermedad de Chagas. 
 
3. Objetivos del trabajo 
 
3.1    Objetivos generales 
 
1. Estudiar fármacos aprobados para uso en humanos, que posean potencial 
efecto tripanocida, con el propósito de identificar aquellos que puedan ser 
utilizados en el tratamiento de la enfermedad de Chagas y que puedan ser 
transferidos rápidamente al terreno de la investigación clínica. 
 
2. Estudiar combinaciones de fármacos potencialmente activos y de los fármacos 
actualmente en uso (BZ, NFX) para el tratamiento de la enfermedad de 
Chagas, con el fin de disminuir las dosis terapéuticas y con ello la aparición de 
eventos adversos.   
 
3.2    Objetivos específicos 
 
1. Desarrollar modelos in vitro e in vivo de infección con T. cruzi apropiados para 
evaluar la eficacia y seguridad de los compuestos candidatos, así como para 
estudiar el potencial terapéutico de combinaciones de drogas. En particular, 
desarrollar modelos in vitro de cultivo de amastigotes y tripomastigotes, y 
modelos murinos de infección, para evaluar la actividad de drogas y 
combinaciones de drogas contra T. cruzi. 
 
2. Estudiar la capacidad inhibitoria in vitro e in vivo sobre T. cruzi de fármacos ya 
aprobados para uso en humanos en otras patologías y que presenten actividad 
potencial, conocida o teórica, contra el parásito.  
 
3. Estudiar el sinergismo entre distintos fármacos para identificar combinaciones 
que puedan ser transferidas rápidamente al terreno de la investigación clínica.  
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“El Arte y la Ciencia tienen su punto de encuentro en el método”. 
 
Edward Bulwer-Lytton 
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4. Materiales y métodos 
 
4.1    Identificación de los compuestos candidatos 
 
Con el fin de direccionar la búsqueda a drogas potencialmente activas contra T. cruzi, 
se diseñó un perfil de producto (del inglés, Targeted Product Profile (TPP)) para 
fármacos reposicionados, a partir del TPP establecido previamente para el desarrollo 
de nuevas drogas para el tratamiento de la fase crónica indeterminada de la 
enfermedad de Chagas (Ribeiro et al., 2009). 
El TPP fue definido en base a las características “aceptables” e “ideales” que deben 
reunir los compuestos candidatos para evaluar su capacidad tripanocida, como 
monoterapia o en combinación, en modelos de infección in vitro y posteriormente in 
vivo (Tabla 3).  
 
Tabla 3. Targeted Product Profile (TPP) para compuestos reposicionados con 
potencial uso para el tratamiento de la enfermedad de Chagas. 
 
 
CARACTERÍSTICA 
 
ACEPTABLE IDEAL 
Indicación 
Cualquier fármaco 
aprobado y disponible 
para uso humano. 
Evidencias in vitro o in vivo de 
actividad tripanocida u otros 
protozoarios relacionados. 
Disponibilidad  
comercial 
Patentado Genérico 
Información  
estudios 
preclínicos 
Roedores Roedores y no roedores 
Información  
estudios clínicos 
Fase I y Fase II Fase III 
Interacciones  
con BZ o NFX 
No estudiadas Estudiadas 
Población  
estudiada 
Adultos 
Adultos, niños, 
inmunocomprometidos 
Vía de  
administración 
Oral Oral 
Duración del 
tratamiento 
Hasta 60 días 
consecutivos 
Hasta 30 días 
consecutivos 
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4.2    Biblioteca de compuestos 
 
Una vez seleccionados, los compuestos fueron diluidos en agua destilada estéril o en 
dimetilsulfóxido (DMSO, Stanton®, Buenos Aires Argentina), dependiendo de sus 
propiedades químicas a una concentración de 5 a 25 mg/mL según su solubilidad, y 
posteriormente fueron alicuotados y conservados a -20°C hasta el momento de su 
utilización.   
 
4.3    Mantenimiento de células Vero 
 
Se emplearon células Vero (Instituto de Microbiología y Parasitología Médica (IMPAM-
UBA/CONICET) y células Vero C-76 (pasajes 32 a 42) (Asociación Banco Argentino 
de Células, ABAC) (Anexo II).  
Dichas células fueron cultivadas en botellas T25 ó T75, con medio RPMI-1640 con L-
glutamina (2mM), suplementado con bicarbonato de sodio 2,5 g/L y 5% de suero fetal 
bovino (SFB) y una alternancia periódica de antibióticos (100  U/mL de penicilina y 50 
µg/mL de estreptomicina ó 25 µg/mL de gentamicina). Las botellas de cultivo fueron 
incubadas en estufa a 37°C con 5% de atmósfera de dióxido de carbono (CO2).  
 
4.4    Parásitos 
 
Para los ensayos realizados en esta tesis se utilizaron los estadios de las siguientes 
cepas de T. cruzi:  
• Tripomastigotes derivados de cultivo de la cepa Tulahuén stock Tul2 (UDT TcVI),  
obtenidos a partir de una alícuota de sangre de ratones BALB/c infectados, 
gentilmente cedida por la Dra. Mónica Esteva (Departamento de Investigación, 
Instituto Nacional de Parasitología "Dr. Mario Fatala Chabén").  
• Tripomastigotes sanguíneos o derivados de cultivo de la cepa VD (UDT TcVI) 
previamente caracterizada en el contexto de la Tesis de Maestría en Biotecnología 
(UBA) (Gulin et al., 2018), obtenida a partir de un caso de infección congénita y 
mantenida mediante pasajes sucesivos en ratones CF-1, cedidos gentilmente por 
la Dra. María Elisa Solana (Instituto de Microbiología y Parasitología Médica 
(IMPAM-UBA/CONICET).  
• Tripomastigotes derivados de cultivo de la cepa Dm28c/pLacZ  (UDT TcI), cedidos 
gentilmente por las Dras. Pamela Cribb y Victoria Alonso (Instituto de Biología 
Molecular y Celular de Rosario, IBR-CONICET-Universidad Nacional de Rosario). 
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Esta cepa fue generada a partir del plásmido cedido por el Dr. Frederick S. 
Buckner, descripto anteriormente (Buckner et al., 1996). 
 
4.5    Mantenimiento y obtención de parásitos en cultivo 
 
Se sembraron células Vero en botellas T25 a una densidad de 7x105 en 3 mL de 
RPMI-5%SFB. A las 24 hs, se procedió a lavar con PBS 1X estéril y a infectar con 
tripomastigotes sanguíneos de T. cruzi en una relación 10 parásitos por célula.  
Veinticuatro horas después, se procedió nuevamente al lavado con PBS 1X estéril. A 
los 4-5 días post infección (dpi), momento en que la liberación de tripomastigotes es 
máxima, el sobrenadante fue centrifugado a 200 g durante 10 minutos. 
Posteriormente, el sobrenadante obtenido fue centrifugado a 2000 g por 10 minutos, 
resuspendiendo el precipitado en 1 mL de RPMI-5%SFB (Brossas et al., 2017). Luego, 
se realizó el recuento en cámara de Neubauer para su posterior empleo en los 
ensayos in vitro. 
 
4.6    Recuento de células y parásitos 
 
Los recuentos de células Vero y de tripomastigotes de cultivo para el mantenimiento y 
repique fueron realizados en hemocitómetro o cámara de Neubauer mejorada (Figura 
8). Dicho hemocitómetro consta de dos cámaras cubiertas por un cubreobjeto. Cada 
cámara está dividida mediante una grilla en 9 cuadrados diferentes. Para el caso de 
las células Vero y los tripomastigotes, se utilizaron los cuatro cuadrantes de los 
extremos. Cada uno de esos cuadrados mide 1 mm2 y la profundidad de la cámara 
bajo el cubreobjetos es de 0,1 mm. Por lo tanto, el volumen de cada cuadrado es de 
0,1 mm3. Dado que 0,1 mm3 es equivalente a 1 mL, el número de células o parásitos 
por mL de suspensión puede ser calculado multiplicando el número promedio de las 
células en los cuadrados por 104 (factor de conversión) y por la inversa de la dilución 
realizada. 
 
n° de células
n° de cuadrantes
 x factor de conversión x inversa de la dilución = 
células
mL
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Figura 8. Esquema del hemocitómetro o cámara de Neubauer mejorada.  
(Imagen obtenida de http://insilico.ehu.eus/camara_recuento/).  
 
 
 
Para el recuento de tripomastigotes durante los ensayos in vitro de evaluación 
tripanocida se empleó la cámara comercial Kova® Glasstic Slide. Dicha cámara 
plástica tiene el tamaño de un portaobjetos y posee en su interior 10 cámaras con un 
grillado compuesto por 81 cuadrantes de un volumen de 0,9 µL (Figura 9). Para 
obtener la cantidad de tripomastigotes por mL, se procedió a seguir las instrucciones 
del fabricante, calculando el número de tripomastigotes con un factor de conversión de 
90.000 de la siguiente manera: 
 
n° tripomastigotes
n° cuadrantes
 x inversa de la dilución x factor de conversión = 
tripomastigotes
mL
 
 
Figura 9. Fotografía y detalle de una cámara de recuento Kova® Glasstic Slide para 
recuento de tripomastigotes. 
(imagen obtenida de  
https://assets.fishersci.com/TFS-Assets/CCG/product-images/F265541~p.eps-650.jpg). 
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4.7    Ensayos in vitro 
 
4.7.1 Cribado primario 
 
4.7.1.1 Efecto sobre tripomastigotes 
 
Se sembraron 1x105 tripomastigotes de la cepa VD ó Tulahuen de T. cruzi derivados 
de cultivo en 50 μL de RPMI-10%SFB por pocillo, utilizando placas de cultivo de 96 
pocillos. Posteriormente, se dispensó en cada pocillo una solución preparada de cada 
compuesto a una concentración de 20 μM suspendida en 50 μL. La concentración final 
fue de 10 μM (Don & Ioset, 2014). A las 24 hs se realizó el recuento de tripomastigotes 
mótiles en cámara Kova® Glasstic Slide. Los resultados fueron expresados como el 
porcentaje de actividad relativa (%AR) comparado con benznidazol (BZ) o nifurtimox 
(NFX) (control positivo), según la fórmula (Faria et al., 2015): 
 
%𝑨𝑹 = ((1 − (
𝑅𝑒𝑐𝑢𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑐𝑜𝑚𝑝𝑢𝑒𝑠𝑡𝑜 − 𝑅𝑒𝑐𝑢𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜
𝑅𝑒𝑐𝑢𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜 − 𝑅𝑒𝑐𝑢𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜
)) 𝑥 100 
 
Todos los compuestos fueron evaluados por triplicado y se realizaron al menos dos 
repeticiones. Además, se consideraron pocillos con tripomastigotes no tratados 
(control negativo). En ningún caso, la concentración de DMSO excedió el 0,2%.  
 
4.7.1.2 Inhibición del desarrollo de amastigotes 
 
Se sembraron 10.000 células Vero por pocillo en un volumen final de 100 µL de RPMI-
5%SFB utilizando placas de cultivo de 96 pocillos. A las 24 hs, se realizó el lavado de 
los pocillos con PBS 1X estéril y las células fueron infectadas con tripomastigotes de la 
cepa VD ó Tulahuen de T. cruzi derivados de cultivo, en una relación (MOI) de 10:1 en 
100 µL de RPMI-5%SFB por pocillo. Veinticuatro horas más tarde, se realizó un lavado 
con PBS 1X estéril para eliminar las células no adheridas y los parásitos que no 
ingresaron a las células.  
Posteriormente, se dispensó una solución del compuesto a una concentración de 10 
µM en 200 µL por pocillo. A las 120 hs post infección (5 días post infección) se realizó 
el recuento de los tripomastigotes mótiles liberados al sobrenadante en cámara Kova® 
Glasstic Slide (da Silva et al., 2010; Polanco-Hernández et al., 2012).  
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Los resultados fueron expresados en porcentaje de actividad relativa (%AR) 
comparado con BZ o NFX, según la fórmula presentada anteriormente (sección 
4.7.1.1).  
Todos los compuestos fueron evaluados por triplicado y se realizaron al menos dos 
repeticiones. Además, se tuvieron en cuenta pocillos con células infectadas no 
tratadas y células no infectadas no tratadas. En ningún caso la concentración de 
DMSO excedió el 0,2%.  
 
4.7.1.3 Determinación de la citotoxicidad 
 
A los 5 días post infección (dpi), el sobrenadante de los pocillos fue retirado y se 
adicionaron 100 μL de RPMI-5%SFB y 10% de resazurina 3mM por pocillo. La placa 
fue incubada en estufa a 37°C, con atmósfera al 5% de CO2, durante 4 hs y 
posteriormente se procedió a la lectura de la placa en un lector de ELISA a 570-595 
nm (Multiskan EX, Thermo Scientific®). Los resultados fueron expresados en 
porcentaje de reducción de resazurina relativa a los pocillos con células no infectadas 
no tratadas, según la fórmula (Goegan et al., 1995): 
 
Absorbancia 570 nm – (Absorbancia 595 nm x Ro) pocillo experimental 
          --------------------------------------------------------------------------------------------------  x 100 
Absorbancia 570 nm – (Absorbancia 595 nm x Ro) control positivo 
 
Donde:  
 
       Absorbancia 570 (medio de cultivo + 10% Resazurina) – (medio de cultivo solo) 
Ro= ------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
       Absorbancia 595 (medio de cultivo + 10% Resazurina) – (medio de cultivo solo) 
 
 
4.7.2 Cribado secundario 
 
Aquellos compuestos que presentaron al menos un 60% de AR respecto a NFX o BZ 
en al menos uno de los estadios parasitarios evaluados (tripomastigotes o 
amastigotes) fueron estudiados nuevamente, en diluciones seriadas con el objetivo de 
obtener la curva concentración-respuesta.  
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4.7.2.1 Efecto sobre tripomastigotes 
 
Se sembraron 1x105 tripomastigotes derivados de cultivo de la cepa VD ó Tulahuen de 
T. cruzi por pocillo en 50 μL de RPMI-10%SFB. Posteriormente, se los enfrentó a 7 
diluciones seriadas en base 4 del compuesto en estudio a partir de 320 μM. El 
volumen final en cada pocillo fue de 100 µL, y, en consecuencia, la concentración final 
de la primera dilución fue de 160 µM.  
A las 24 hs se realizó el recuento de tripomastigotes mótiles en cámara Kova® 
Glasstic Slide, para obtener la curva concentración-respuesta y calcular las 
concentraciones líticas 50 y 90 (LC50-90), definidas como la concentración de 
compuesto capaz de lisar el 50% y el 90% de los tripomastigotes, respectivamente (da 
Silva et al., 2012; Rodrigues et al.,  2014).  
Además, se calculó en todos los casos el índice de potencia (PI), obtenido por la 
división entre la LC90 de BZ ó NFX y la LC90 de la droga en estudio, siendo un reflejo 
de la potencia relativa del fármaco respecto a las drogas de referencia. 
Todas las concentraciones fueron estudiadas por triplicado y se realizaron al menos 
dos repeticiones. Además, se agregaron pocillos con tripomastigotes no tratados. En 
ningún caso la concentración de DMSO excedió el 0,2%.  
 
4.7.2.2 Inhibición del desarrollo de amastigotes 
       
Se sembraron 10.000 células Vero por pocillo en un volumen final de 100 µL de RPMI-
5%SFB utilizando placas de cultivo de 96 pocillos. A las 24 hs, se realizó el lavado de 
los pocillos con PBS 1X estéril y las células fueron infectadas con tripomastigotes de la 
cepa VD ó Tulahuen de T. cruzi derivadas de cultivo, en una relación (MOI) de 10:1 en 
100 µL de RPMI-5%SFB por pocillo. Veinticuatro horas más tarde, se realizó un lavado 
con PBS 1X estéril para eliminar las células no adheridas y los parásitos que no 
ingresaron a las células.  
A continuación, se dispensó RPMI-5%SFB con 7 diluciones seriadas en base 4 del 
compuesto, a partir de 160 μM en un volumen final de 200 μL por pocillo.  
A las 120 hs post infección (5 dpi) se realizó el recuento de los tripomastigotes mótiles 
liberados al sobrenadante en cámara Kova® Glasstic Slide y se obtuvo la curva dosis-
respuesta y las concentraciones inhibitorias 50 y 90 (IC50-90), definidas como la 
concentración de compuesto capaz de inhibir el 50 y 90% del desarrollo de los 
amastigotes intracelulares y posterior liberación de tripomastigotes al sobrenadante, 
respectivamente (da Silva et al., 2010; Polanco-Hernández et al., 2012).   
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Además, se calculó en todos los casos el índice de potencia (PI), obtenido por la 
división entre la IC90 de BZ ó NFX y la IC90 de la droga en estudio, siendo un reflejo de 
la potencia relativa del fármaco respecto a las drogas de referencia. 
Todas las concentraciones fueron estudiadas por triplicado y se realizaron al menos 
dos repeticiones. Además, se agregaron pocillos con células infectadas no tratadas y 
células no infectadas no tratadas. En ningún caso la concentración de DMSO excedió 
el 0,2%.  
 
4.7.2.3 Determinación de la citotoxicidad 
 
A los 5 dpi, se retiró el sobrenadante y se adicionó 100 μL de RPMI-5%SFB y 10% de 
resazurina 3mM en cada pocillo. La placa fue incubada en estufa a 37°C, con 
atmósfera al 5% de CO2, durante 4 hs y posteriormente se procedió a la lectura de la 
placa en un lector de ELISA a 570-595 nm (Multiskan EX, Thermo Scientific®) para 
obtener una curva dosis-respuesta y la concentración citotóxica 50 (CC50), definida 
como la concentración de compuesto capaz de dañar al 50% de las células. 
Finalmente, el índice de selectividad fue calculado según la fórmula CC50/IC50 (Miranda 
et al., 2015).  
 
 
4.7.3 Evaluación in vitro de compuestos en combinación 
 
4.7.3.1 Efecto sobre tripomastigotes 
 
Inicialmente se llevaron a cabo los ensayos para obtener la LC50 de cada droga por 
separado (ver sección 4.7.2.1), ej: LC50 del compuesto A y B, respectivamente. Para 
los ensayos en combinación, las diluciones fueron realizadas por el método de 
concentración fija, donde para un ensayo la LC50 de una de las drogas permanece 
constante y la otra droga se diluye en base 2 a partir de la LC50 correspondiente, y 
viceversa (Fivelman et., 2004). Así, se evaluaron las combinaciones de LC50A junto 
con LC50B en proporción 1; 0,5; 0,25 y 0 y, en simultáneo la LC50B junto con LC50A en 
proporción 1; 0,5; 0,25 y 0. 
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Se sembraron 1x105 tripomastigotes de la cepa VD ó Tulahuen de T. cruzi derivados 
de cultivo en 50 μL de RPMI-10%SFB por pocillo, utilizando una placa de 96 pocillos. 
Las drogas en combinación fueron llevadas a un volumen de 50 μL y se procedió a la 
incubación durante 24 hs en estufa con 5% de atmósfera de CO2. Luego se realizó el 
recuento de los tripomastigotes viables en cámara Glasstic Slides para analizar la 
curva dosis-respuesta y determinar la existencia de sinergismo.  
Todos los compuestos fueron evaluados por triplicado, se realizaron al menos dos 
repeticiones y se tuvieron en cuenta pocillos con tripomastigotes no tratados. En 
ningún caso la concentración de DMSO excedió el 0,2%.  
 
4.7.3.2 Inhibición del desarrollo de amastigotes 
 
Inicialmente se llevaron a cabo los ensayos para obtener la IC50 de cada droga por 
separado (ver sección 4.7.2.2), ej: IC50 del compuesto A y B, respectivamente. Para los 
ensayos en combinación, las diluciones fueron realizadas por el método de 
concentración fija, en donde para un ensayo la IC50 de una de las drogas permanece 
constante y la otra droga se diluye en base 2 a partir de la IC50 correspondiente, y 
viceversa (Fivelman et al., 2004). Así, se evaluaron las combinaciones de IC50A junto 
con IC50B en proporción 1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0615 y 0, en simultáneo la IC50B junto 
con IC50A en proporción 1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0615 y 0. 
Se sembraron 10.000 células Vero en 100 µL de RPMI-5%SFB por pocillo, en una 
placa de 96 pocillos. A las 24 hs, las células fueron infectadas con tripomastigotes 
derivados de cultivo de la cepa VD ó Tulahuen de T. cruzi, en una relación 10 
parásitos por cada célula Vero en 100 µL de RPMI-5%SFB.  
A las 24 hs se realizó un lavado con PBS 1X estéril para eliminar las células y 
parásitos no adheridos y se dispensaron 200 μL de una solución preparada con los 
compuestos en combinación a las diferentes proporciones. 
Al día 5 post-infección, se realizó el recuento de los tripomastigotes que egresaron de 
las células en cámara Glasstic Slide® y se analizó la curva concentración-respuesta 
para determinar sinergismo.  
Todas las combinaciones fueron evaluadas por triplicado, con al menos dos 
repeticiones y se tuvieron en cuenta pocillos con células infectadas no tratadas y 
células no infectadas no tratadas. En ningún caso la concentración de DMSO excedió 
el 0,2%.  
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4.7.3.3 Determinación de la citotoxicidad 
 
Una vez retirado el sobrenadante se adicionaron 100 μL de RPMI-5%SFB y 10% de 
resazurina 3mM en cada pocillo. La placa fue incubada en estufa a 37°C, con 
atmósfera al 5% de CO2, durante 4 hs y posteriormente se procedió a la lectura de la 
placa en un lector de ELISA a 570-595 nm (Multiskan EX, Thermo Scientific®) para 
determinar el efecto citotóxico de los compuestos en combinación. 
 
4.7.3.4 Determinación del efecto combinado de los fármacos 
 
Se define sinergismo como el efecto causado por la combinación de compuestos, 
mayor a la suma de los efectos producidos por los compuestos por separado. La 
fracción de concentración inhibitoria (FIC) fue calculada según la fórmula (Cantin y 
Chamberland, 1993), donde: 
 
   IC50 de A en combinación      IC50 de B en combinación 
FIC =     ------------------------------------     +  -------------------------------------- 
                     IC50 de A solo     IC50 de B solo 
 
Los valores se interpretaron de la siguiente manera: efecto sinérgico FIC<1; efecto 
aditivo 1≥FIC<4; efecto antagónico FIC ≥4 (Abugri et al.,  2018). 
 
4.7.4 Estandarización de ensayos in vitro con la cepa Dm28c/pLacZ de 
T. cruzi 
 
4.7.4.1 Establecimiento de la curva patrón 
 
Se sembraron 2x105 tripomastigotes derivados de cultivo de la cepa Dm28c/pLacZ  de 
T. cruzi por pocillo en 90 μL de medio RPMI-1640 sin rojo fenol suplementado con 5% 
de SFB.  
Se realizaron diluciones seriadas en base 2, y se adicionaron 10 μL de medio de 
cultivo con solución de revelado (Clorofenol rojo-β-D-galactopiranósido (CPRG) y 
Nonidet P-40 a 100 µM y 0,1% de concentración final, respectivamente).  
Las lecturas de las placas se realizaron en un lector de ELISA a 570 nm, luego de la 
incubación con el sustrato a 2, 4, 6 y 24 hs en estufa a 37°C y 5% de CO2. 
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4.7.4.2 Efecto de las drogas de referencia sobre tripomastigotes  
 
Se sembraron 1x105 tripomastigotes derivados de cultivo de la cepa Dm28c/pLacZ de 
T. cruzi por pocillo en 50 μL de RPMI-1640 sin rojo fenol y 10%SFB. Posteriormente, 
se los enfrentó a 7 diluciones seriadas en base 4 del compuesto en estudio a partir de 
320 μM. El volumen final en cada pocillo fue de 100 µL, y en consecuencia, la 
concentración final de la primera dilución fue de 160 µM.  
A las 24 hs se adicionaron 50 µL de CPRG (100 µM de concentración final) y se 
incubó durante 4 hs en estufa a 37°C y 5% de CO2, para luego realizar la lectura de 
las placas en un lector de ELISA a 570 nm, obtener la curva dosis-respuesta y la 
concentración lítica 50 y 90 (LC50-90), definidas como la concentración del compuesto 
capaz de lisar al 50 y al 90% de los tripomastigotes, respectivamente (da Silva et al., 
2012; Rodrigues et al., 2014). Todas las concentraciones fueron estudiadas por 
triplicado y se realizaron al menos dos repeticiones. Además, se agregaron pocillos 
con tripomastigotes no tratados. En ningún caso la concentración de DMSO excedió el 
0,2%.  
4.7.4.3 Optimización del ensayo para determinación colorimétrica 
de inhibición del desarrollo de amastigotes 
 
Se sembraron 10.000 células Vero C-76 por pocillo en un volumen final de 100 µL de 
RPMI-5%SFB, utilizando placas de cultivo de 96 pocillos. A las 24 hs, se realizó un 
lavado con PBS 1X estéril y las células fueron infectadas con tripomastigotes de la 
cepa Dm28c/pLacZ de T. cruzi derivados de cultivo, en una relación 1:1; 5:1 y 10:1 en 
100 µL de RPMI-5%SFB por pocillo.  
Se evaluaron distintos tiempos de interacción parásito-célula: 2, 6 y 24 hs. Luego, se 
realizó un lavado con PBS 1X estéril para eliminar las células no adheridas y los 
parásitos que no ingresaron a las células. A continuación, se dispensó RPMI-5%SFB 
en los pocillos infectados y otros pocillos fueron tratados con 10 µM de BZ, en un 
volumen final de 200 μL por pocillo.  
A los 3, 4 ó 5 dpi, se realizó el lavado de los pocillos con PBS1X estéril y se adicionó 
medio de cultivo RPMI-1640 sin rojo fenol con solución de revelado (CPRG 100 µM y 
Nonidet P40 0,1%, concentración final). Las placas fueron leídas en un lector de 
ELISA a 570 nm, luego de la incubación con el sustrato a 2, 4, 6 y 24 hs en estufa a 
37°C y 5% de CO2. 
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4.7.5 Pathogen Box. Preparación, selección y evaluación de 
compuestos 
 
La caja de compuestos Pathogen Box fue cedida gratuitamente por la agencia no 
gubernamental Medicine for Malaria Venture (MMV) a través de su sitio oficial 
(http://www.pathogenbox.org/).  
Esta caja contiene 5 placas de 96 pocillos con 10 µL de soluciones stock en DMSO de 
400 compuestos a una concentración 10 mM, incluyendo 26 drogas de referencia y 
otras 14 con nombres triviales. A dichas placas se adicionaron 90 µL de DMSO por 
pocillo, obteniendo soluciones de trabajo a concentración 1mM.  
El cribado primario de los compuestos seleccionados se realizó a 10 µM y se evaluó la 
inhibición del desarrollo de amastigotes de T. cruzi (cepa Dm28c/pLacZ). Para 
aquellas drogas con un %AR respecto a NFX entre 60 y 90%, se realizó un cribado 
secundario con 4 diluciones seriadas en base 3 a partir de 20 µM, mientras que para 
las drogas con un %AR respecto a NFX mayor a 90%, la concentración inicial fue de 
10 µM. 
Con el fin de economizar compuestos, en el cribado primario no se estudió el efecto 
citotóxico del tratamiento, aunque las células fueron evaluadas en microscopio óptico 
invertido, determinando morfología, tamaño, puntillado del citoplasma y densidad de 
cultivo previamente al agregado de la solución de revelado.  
Durante el cribado secundario, se estudiaron los efectos citotóxicos de los 
compuestos, realizando simultáneamente un ensayo de dosis-respuesta en células 
Vero C-76 no infectadas y estableciendo la viabilidad celular mediante la 
transformación de resazurina (ver sección 4.7.2.3). 
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4.8    Ensayos in vivo 
 
4.8.1 Animales 
 
Ratones BALB/c hembras de 21 días de edad (15±2 gramos) fueron obtenidos del 
Bioterio Central de la Facultad de Ciencias Veterinarias – UBA y mantenidos bajo 
barreras convencionales en las instalaciones del Bioterio perteneciente al Hospital de 
Niños “Dr. Ricardo Gutiérrez”. Los ratones fueron adquiridos con certificado de calidad 
microbiológica, cuya lista de patógenos excluidos se indica en Anexo III. 
Los animales fueron alojados en jaulas de policarbonato (4-5 ratones/jaula) con 
alimento comercial (Cooperación® Rata/Ratón) y agua ad libitum en condiciones 
controladas de temperatura y humedad (20±2ºC y 45-55%, respectivamente), con 
ciclos automatizados de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, comenzando a las 6 
am. 
Durante dos semanas previas al ensayo, los animales fueron habituados a las 
condiciones macroambientales, como así también a las maniobras y procedimientos a 
realizar. Todos los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo a las normas éticas 
para el uso de animales de laboratorio, incluyendo el marco de referencia local de 
CONICET (Consejo National de Investigaciones Científicas y Tecnologícas 
(CONICET) - Argentina, 2005) y las recomendaciones internacionales incluidas en la 
“Guía para el cuidado y uso de animales de laboratorio” (National Research Council, 
2011). El protocolo de trabajo fue evaluado y aprobado por el Comité Institucional de 
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Ciencias 
Veterinarias (UBA), con el número 2014/4 (ver Anexo IV).   
 
4.8.2 Obtención de tripomastigotes sanguíneos  
 
Las cepas Tulahuen y VD de T. cruzi fueron mantenidas en pasajes sucesivos de 
tripomastigotes sanguíneos en ratones BALB/c y CF-1, respectivamente.  
Para su obtención, se extrajo sangre por punción cardíaca bajo anestesia (ketamina 
100 mg/kg; xilacina 10 mg/kg, vía intraperitoneal, ip).  
La muestra de sangre fue diluida posteriormente en 5 volúmenes de PBS-5%SFB, 
centrifugada a 300 g durante 10 minutos e incubada durante 1 hora a 37ºC. El 
sobrenadante fue centrifugado nuevamente a 10.000 g durante 30 minutos y el 
precipitado obtenido se resuspendió en RPMI-5%SFB (Miranda et al., 2015).  
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Luego, se realizó el recuento de tripomastigotes mótiles en cámara de Neubauer para 
su empleo en los ensayos in vivo. 
 
4.8.3 Infección aguda con T. cruzi 
 
4.8.3.1 Cepa Tulahuen stock Tul2 
 
Los ratones BALB/c fueron inoculados con 500 tripomastigotes sanguíneos por vía 
intraperitoneal (ip) a las 8 semanas de edad. En el ensayo, se incluyó un grupo control 
positivo, tratado con BZ y un grupo infectado no tratado (NT). 
 
4.8.3.2 Cepa VD 
 
Los ratones BALB/c fueron inoculados con 500 tripomastigotes sanguíneos por vía ip a 
las 5 semanas de edad. Para cada ensayo, se incluyó un grupo control positivo, 
tratado con BZ ó NFX y un grupo infectado no tratado (NT). 
 
4.8.4 Tratamiento  
 
Los animales fueron asignados aleatoriamente a los grupos experimentales y el 
tratamiento fue iniciado al momento de la detección de tripomastigotes en circulación 
sanguínea por observación microscópica en cámara de Neubauer (límite de detección 
12.500 tripomastigotes/mL).  
La administración de los compuestos fue realizada por vía oral durante 20 días 
consecutivos. NFX y BZ fueron administrados a una dosis de 100 mg/kg/día y a las 
dosis determinadas para los demás compuestos en estudio, mediante tips 
descartables y pipeta automática en un volumen final no mayor a 100 µL por animal.  
Es de destacar que esta metodología, puesta a punto y validada por nuestro grupo  
(Gulin et al., 2016), reemplaza la administración del tratamiento a través de una sonda 
esofágica sin modificar la eficacia de las drogas de referencia, refinando la técnica y 
mejorando sustancialmente el bienestar animal. 
Las dosis, posología y duración del tratamiento fueron elegidas según publicaciones 
previas (Romanha et al., 2010; Cencig et al., 2012). En la figura 10 se esquematiza el 
protocolo de trabajo. 
En el caso de la administración de drogas en combinación, por regla general se 
administró siempre primero el BZ y luego de una hora, el segundo fármaco en estudio. 
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Para los ensayos de evaluación de drogas en combinación, las dosis de BZ 
empleadas fueron de 5 ó de 25 mg/kg/día, a partir de las experiencias previas (ver 
sección 5.10.5). 
 
Figura 10. Modelo murino de infección aguda con T. cruzi.  
Esquema del protocolo de infección y administración del tratamiento. 
 
 
 
 
4.8.5 Evaluación de la respuesta al tratamiento 
 
El número de parásitos circulantes en sangre periférica se determinó realizando el 
recuento de tripomastigotes en cámara de Neubauer, a partir de 5 µL de sangre 
obtenida mediante un corte en el extremo distal de la cola y diluida 1:5 en solución de 
lisis (Tris-NH4Cl 0,83% pH: 7,2). 
Adicionalmente, se calcularon los parámetros relacionados: días de parasitemia 
patente (tiempo transcurrido entre la aparición de parásitos en sangre y la 
negativización) y parasitemia máxima alcanzada. 
Los animales fueron pesados periódicamente con balanza electrónica digital 
(Shimadzu®, TXB-622L) para ajustar las dosis de los compuestos a administrar y para 
evaluar modificaciones en el peso corporal por efecto de la infección, así como 
también se determinó la temperatura corporal por vía rectal con un termómetro digital 
pediátrico.  
La mortalidad fue registrada diariamente. Para evitar dolor y estrés innecesarios, se 
determinaron puntos finales anticipados, indicando la eutanasia a todo animal que 
tuviera una disminución del 20% de su peso corporal inicial, una temperatura corporal 
menor a 33,5°C y/o valores de parasitemia mayores a 2x106 tripomastigotes/mL. Los 
métodos de eutanasia empleados fueron inhalación de dióxido de carbono o inyección 
ip de tiopental sódico a una dosis de 300 mg/kg. 
 
 
 
Tratamiento 
 0          5       8                                  28        35       40                  50                
 
Inmunosupresión 
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4.8.6 Determinación de cura parasitológica 
 
Al finalizar el tratamiento, los animales de cada grupo experimental con parasitemia 
negativa fueron sometidos a un protocolo de inmunosupresión con ciclofosfamida 
(Laboratorio Filaxis, Argentina) a una dosis de 200 mg/kg por vía ip, una vez por 
semana, durante 4 semanas. 
Durante ese período, se realizaron controles de parasitemia y los animales que 
presentaron parásitos en sangre fueron sacrificados y sus muestras remitidas para 
histopatología y qPCR (ver secciones 4.8.7 y 4.8.8). Finalmente, la cura parasitológica 
se determinó mediante histopatología y qPCR en aquellos animales que 
permanecieron sin reactivación de parasitemia.  
 
4.8.7 Procesamiento de muestras y examen histopatológico 
 
Se tomaron muestras de corazón y músculo esquelético que fueron fijadas en formol 
10% tamponado. Posteriormente, se procedió a la deshidratación con alcoholes de 
graduación creciente, aclaramiento con xilol, inclusión en parafina y cortes con 
micrótomo en láminas de 5 µm de espesor. Finalmente, se realizó la coloración con 
hematoxilina y eosina (HyE).   
Los preparados fueron evaluados por simple ciego y observados en microscopio óptico 
binocular. La carga parasitaria se determinó por la presencia de nidos de amastigotes.  
El grado de intensidad de inflamación en el tejido cardíaco se estableció mediante la 
asignación de puntaje propuesto previamente (Tarleton et al., 1994).  
Según esta clasificación, un puntaje de 0 indica tejido normal, 1: un foco inflamatorio; 
2: inflamación multifocal; 3: focos confluentes con compromiso parcial de la pared 
muscular; 4: inflamación difusa con compromiso total de la pared muscular. 
En el caso del músculo esquelético, se asignó un puntaje según: 0, tejido normal; 1; 
infiltrado que involucra entre 1 y 4 fibras; 2: involucrando 5 y 30 fibras, 3: todo el 
fascículo involucrado; 4: lesión difusa, mientras que el diagnóstico de fibrosis o 
reemplazo por tejido adiposo agregó 0,5 al puntaje total (Solana et al., 2012). 
 
 
 
 
 
  
 Materiales y Métodos 
75 
4.8.8 Extracción de ADN a partir de sangre y tejidos  
 
Las muestras de sangre fueron recolectadas por punción de la vena submandibular 
(Golde et al., 2005) o por punción cardíaca (post mortem). La sangre se diluyó en 3 
partes de buffer guanidina-EDTA (guanidina-HCl 6 M; EDTA 0,2 M) mientras que las 
muestras de corazón y músculo esquelético fueron enjuagadas con agua destilada 
estéril y conservadas a -70°C hasta su procesamiento. El ADN de las muestras fue 
extraído con el kit comercial High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche®) 
basado en columnas de fibra de vidrio, según las indicaciones del fabricante. Una vez 
extraído, el ADN se conservó a -70° hasta su utilización. El ADN extraído fue 
cuantificado mediante espectrofotometría a 260 nm de longitud de onda con Nanodrop 
1000 (ThermoScientific®).  
 
4.8.9 Detección de T. cruzi mediante PCR cuantitativa (qPCR) 
 
Para la amplificación del ADN parasitario se utilizaron los cebadores cruzi 1 [5´-
ASTCGGCTGATCGTTTTCGA-3´] y cruzi 2 [5´-AATTCCTCCAAGCAGCGGATA-3´] los 
cuales amplifican un fragmento específico de 166 pares de bases correspondiente al 
ADN satélite de T. cruzi. La detección se realizó mediante sonda TaqMan® cruzi 3 [5´-
CACACACTGGACACCAA 3´] dirigida a la misma secuencia (Piron et al., 2007).  
Se agregó además un control interno de amplificación (IAC), que consiste en una 
secuencia de ADN distinta a la del blanco molecular presente en el tubo de reacción y 
que se amplifica simultáneamente con la secuencia blanco. Esta adición permite 
detectar inhibición de la reacción o pérdida del ADN, evitando los falsos negativos 
(Schijman et al., 2011). Los componentes de la reacción de qPCR se detallan en la 
tabla 4.  
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Tabla 4. Componentes de la reacción de qPCR. 
 
REACTIVOS 
CONCENTRACIÓN 
FINAL 
VOLUMEN 
X1 REACCIÓN 
Roche Fast Start Universal 
Probe Master Mix (Rox) (2X) 
1X 10 μL 
cruzi 1 (Fw) (50 μM) 0,75 μM 0,3 μL 
cruzi 2 (Rv) (50 μM) 0,75 μM 0,3 μL 
cruzi 3 (sonda) (5 μM) 0,05 μM 0,2 μL 
IAC Tq Fw (5 μM) 0,1 μM 0,4 μL 
IAC Tq Rv (5 μM) 0,1 μM 0,4 μL 
IAC sonda (5 μM) 0,05 μM 0,2 μL 
H2O estéril calidad PCR - 3,2 μL 
Muestra - 5 μL 
Volumen Final - 20 μL 
 
Las determinaciones se llevaron a cabo en el equipo Applied Biosystems, Step One®. 
La reacción de qPCR constó de un ciclo inicial de 10 minutos a 95ºC, luego un 
segundo paso de 40 ciclos de 10 segundos a 95ºC y 1 minuto a 58ºC, con recolección 
de datos de fluorescencia con lectura en el canal azul (T. cruzi-FAM).  
En todas las reacciones se incluyeron controles positivos (5 y 50 fg/µL de ADN de T. 
cruzi) y controles negativos de la extracción y de la preparación de la mezcla de 
reacción. Los datos fueron adquiridos y analizados con el programa Step One versión 
2.1. 
 
4.8.10 Estandarización de la qPCR  
 
Para estimar la carga parasitaria se construyeron curvas estándar de cuantificación. 
Inicialmente, se realizó un recuento en cámara de Neubauer de tripomastigotes 
derivados de cultivo y posteriormente diluciones seriadas de ADN purificado utilizando 
como matriz ADN extraído a partir de tejidos de ratones no infectados, para cubrir un 
rango entre 0,16 y 8x105 equivalentes parasitarios/mL de muestra. 
El ciclo umbral (cycle threshold, Ct) de detección obtenido para cada muestra 
amplificada mediante PCR en tiempo real permite conocer la cantidad de equivalentes 
parasitarios en sangre o tejidos a partir de la interpolación de los valores de Ct en una 
curva estándar previamente establecida. La eficiencia de amplificación fue calculada 
con la fórmula (E) = 10(−1/pendiente) utilizando el programa Step One versión 2.1 (Applied 
Biosystems ®). 
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4.8.11 Análisis estadístico 
 
Las Concentraciones Líticas 50 y 90% (LC50-90) para tripomastigotes y las 
Concentraciones Inhibitorias 50% y 90% (IC50-90) sobre amastigotes se determinaron 
mediante regresión no lineal con normalización previa de los valores obtenidos (0% de 
lisis de tripomastigotes ó 0% de inhibición del desarrollo de amastigotes en los pocillos 
infectados no tratados).  
La Concentración Citotóxica 50% (CC50) para las células hospedadoras se determinó 
mediante regresión no lineal con normalización previa de los valores obtenidos (100% 
de viabilidad celular en los pocillos no infectados no tratados).  
Para la selección de las condiciones óptimas de relación parásito-célula, tiempos de 
interacción y tiempos de incubación con el sustrato en el ensayo colorimétrico con la 
cepa Dm28c/pLacZ de T. cruzi se realizó el test no paramétrico de Kolmogórov-
Smirnov para dos muestras,  estableciendo si existen diferencias (valor D) entre la 
distribución de los valores obtenidos entre los pocillos tratados con Bz y no tratados 
según las distintas condiciones del ensayo, utilizando el programa estadístico R (R 
Core Team, 2013).   
Para los estudios in vivo, se verificó en primer lugar, la distribución y homocedasticidad 
de los datos obtenidos. Aquellos que siguieron una distribución Normal con 
homogeneidad de varianzas, fueron analizados mediante el Análisis de Varianza 
(ANOVA) y comparaciones múltiples con la prueba de Bonferroni, cuando fue 
necesario. 
Las variables con distribución distinta a la normal se analizaron mediante el test no 
paramétrico de Kruskall-Wallis y comparación posterior de a pares. El análisis de 
supervivencia fue realizado con la prueba de Kaplan-Meier.  
En todos los casos, se consideraron diferencias significativas aquellas con un p-
valor˂0,05. Los análisis estadísticos para los ensayos in vivo fueron realizados con el 
programa InfoStat/P 2014 (Universidad Nacional de Córdoba, Argentina) mientras que 
el análisis de los datos in vitro así como los gráficos fueron confeccionados con el 
programa GraphPad Prism 5.03.  
En todas las tablas y gráficos se indican valores promedio y su respectivo desvío 
estándar, a menos que se indique lo contrario. 
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"No hay Ciencia Básica y Ciencia Aplicada,  
hay Ciencia Básica y aplicaciones de la misma” 
 
Bernardo Houssay 
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5. Resultados 
 
5.1    Selección de compuestos para el cribado farmacológico 
 
A partir de los criterios establecidos en el perfil de producto (TPP) para 
fármacos reposicionados (ver sección 4.1), se listaron las drogas candidatas y 
se seleccionaron aquellas con mayor posibilidad de demostrar un efecto 
inhibidor sobre la viabilidad de T. cruzi. 
En total, los compuestos seleccionados para ser evaluados en los ensayos de 
cribado primario in vitro fueron cuarenta, incluyendo a las drogas de referencia 
benznidaznol y nifurtimox: 
 
Tabla 5. Drogas seleccionadas según el TPP preestablecido para evaluar en cribado 
primario in vitro. 
 
 
Indicación 
primaria 
 
 
Nombre trivial 
(Peso molecular) 
 
 
Denominación 
IUPAC 
 
 
Molécula 
 
Tripanosomiasis 
americana 
Benznidazol  
(260,25) 
N-bencil-2-(2-nitroimidazol-
1-il)acetamida 
 
Nifurtimox 
(287,30) 
(RS)-N-(3-metil-1,1-dioxo-
1,4-tiazinan-4-il)-1-(5-nitro-
2-furil)metanimina 
 
Malaria 
Artemether 
(298,37) 
(3R,5aS,6R,8aS,9R,10S,12
R,12aR)-10-methoxy-3,6,9-
trimethyldecahydro-12H-
3,12-
epoxy[1,2]dioxepino[4,3-i]-
2-benzopyran 
 
Artemisinina 
(282,33) 
(3R,5aS,6R,8aS,9R,12S,12
aR)-Octahydro-3,6,9-
trimethyl-3,12-epoxy-12H-
pyrano[4,3-j]-1,2-
benzodioxepin-10(3H)-one 
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Artesunato 
(384,42) 
(3R,5aS,6R,8aS,9R,10S,12
R,12aR)-Decahydro-3,6,9-
trimetyl-3,12-epoxy-12H-
pyrano[4,3-j]-1,2-
benzodioxepin-10-ol, 
hydrogen succinate 
 
Dihidroartemisinina 
(284,35) 
(3R,5aS,6R,8aS,9R,12S,12
aR)-decahydro-3,6,9-
trimethyl-3,12-epoxy-12H-
pyrano[4,3-j]-1,2-
benzodioxepin-10-ol 
 
Hidroxicloroquina 
sulfato 
(433,95) 
2-[4-[(7-chloroquinolin-4-
yl)amino]pentyl-
ethylamino]etanol 
 
Lumefantrina 
(528,94) 
2-(dibutylamino)-1-[(9Z)-2,7-
dichloro-9-(4-
chlorobenzylidene)-9H-
fluoren-4-yl]ethanol 
 
Mefloquina 
(378,31) 
[(R*,S*)-2,8-
bis(trifluoromethyl)quinolin-
4-yl]-(2-piperidyl)methanol 
 
 
Endo / 
ectoparasitosis 
Mebendazol 
(295,29) 
methyl (5-benzoyl-1H-
benzimidazol-2-
yl)carbamate  
Albendazol 
(265,33) 
Methyl [5-(propylthio)-1H-
benzoimidazol-2-
yl]carbamate  
Nitazoxanida 
(307,28) 
[2-[(5-nitro-1,3-thiazol-2-
yl)carbamoyl]phenyl]ethano
ate 
 
Ivermectina  
(875,10) 
22,23 dihydroavermectin 
B1a 
+ 
22,23-dihydroAnavermectin 
B1b 
 
Toxoplasmosis 
Atovaquona 
(366,84) 
trans-2-[4-(4-
chlorophenyl)cyclohexyl]-3-
hydroxy-1,4-
naphthalenedione 
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Pirimetamina 
(248,71) 
5-(4-chlorophenyl)-6-ethyl- 
2,4-pyrimidinediamine 
 
Sulfadiazina 
(250,28) 
4-amino-N-pirimidin- 2-yl-
benzenesulfonamida 
 
Sulfametoxazol 
(253,28) 
4-amino-N-(5-metilisoxazol-
3-il)-bencenosulfonamida 
 
Trimetoprima 
(290,32) 
5-(trimetoxibenzil)pirimidin-
2,4-diamina 
 
Leishmaniasis 
Miltefosina  
(407,56) 
2-(hexadecoxi-óxido-
fosforil)oxietil-trimetil-
azanium  
Anfotericina B 
(924,08) 
1R,3S,5R,6R,9R, 
11R,15S,16R,17R,18S,19E,
21E, 
23E,25E,27E,29E,31E,33R,
35S,36R,37S)- 33-[(3-
amino- 3,6-dideoxy- β-D-
mannopyranosyl)oxy]- 
1,3,5,6,9,11,17,37-
octahydroxy- 15,16,18-
trimethyl- 13-oxo- 14,39-
dioxabicyclo [33.3.1] 
nonatriaconta- 
19,21,23,25,27,29,31-
heptaene- 36-carboxylic 
acid 
 
Micosis profundas / 
sistémicas 
Fluconazol 
(306,27) 
2-(2,4-difluorophenyl)-1,3-
bis(1,2,4-triazol-1-yl)propan-
2-ol 
 
Voriconazol 
(349,31) 
(2R,3S)-2-(2,4-
Difluorophenyl)-3-(5-
fluoropyrimidin-4-yl)-1-(1H-
1,2,4-triazol-1-yl)butan-2-ol 
 
Infecciones 
bacterianas 
Amikacina 
(585,60) 
(2S)-4-amino-N-
[(2S,3S,4R,5S)-5-amino-2- 
[(2S,3R,4S,5S,6R)-4-amino-
3,5-dihydroxy- 
6-(hydroxymethyl)oxan-2-
yl]oxy-4-[(2R,3R, 
4S,5R,6R)-6-(aminomethyl)-
3,4,5-trihydroxy- 
oxan-2-yl]oxy-3-hydroxy-
cyclohexyl]-2-hydroxy- 
butanamide 
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Azitromicina 
(748,98) 
(2R,3S,4R,5R,8R,10R,11R,
12S,13S,14R)-2-ethyl-
3,4,10-trihydroxy-
3,5,6,8,10,12,14-
heptamethyl-15-oxo- 11-
{[3,4,6-trideoxy-3-
(dimethylamino)-β-D-xylo-
hexopyranosyl]oxy}-1-oxa-
6-azacyclopentadec-13-yl 
2,6-dideoxy-3-C-methyl-3-
O-methyl-α-L-ribo-
hexopyranoside 
 
Ciprofloxacina 
(385,80) 
1-cyclopropyl-6-fluoro-4-
oxo-7-piperazin-1-
ylquinoline-3-carboxylic acid 
 
Colistina 
(1.155,45) 
N-(4-amino-1-(1-(4-amino-
1-oxo-1-(3,12,23-tris(2-
aminoetil)- 20-(1-hidroxietil)-
6,9-diisobutil-
2,5,8,11,14,19,22-heptaoxo- 
1,4,7,10,13,18-
hexaazaciclotricosan-15-
ilamino)butan-2-ilamino)- 3-
hidroxibutan-2-ilamino)-1-
oxobutan-2-il)-N,5-
dimetilheptanamida 
 
Gentamicina 
(477,60) 
(3R,4R,5R)-2-
{[(1S,2S,3R,4S,6R)-4,6-
diamino-3-{[(2R,3R,6S)-3-
amino-6-[(1R)-1-
(methylamino) ethyl]oxan-2-
yl]oxy}-2-
hydroxycyclohexyl]oxy}-5-
methyl-4-
(methylamino)oxane-3,5-
diol 
 
Metronidazol 
(171,15) 
2-(2-methyl-5-nitroimidazol-
1-yl)etanol 
 
Minociclina 
(457,13) 
2-(amino-hidroxi-metiliden)-
4,7- bis (dimetilamino)-
10,11,12a-trihidroxi-4a,5,5a, 
6-tetrahidro-4H-tetracen-
1,3,12-triona  
Nitrofurantoína 
(238,16) 
1-[(E)-(5-nitrofuran-2-
yl)methylideneamino]imidaz
olidine-2,4-dione 
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Paromomicina 
(615,63) 
(2S,3S,4R,5R,6R)-5-amino-
2-(aminomethyl)-6-
[(2R,3S,4R,5S)-5-
[(1R,2R,3S,5R,6S)-3,5-
diamino-2-
[(2S,3R,4R,5S,6R)-3-
amino-4,5-dihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-
yl]oxy-6-
hydroxycyclohexyl]oxy-4-
hydroxy-2-
(hydroxymethyl)oxolan-3-
yl]oxyoxane-3,4-diol 
 
Hiperuricemia 
Alopurinol 
(136,11) 
1H-pyrazol[3,4-d]pirimidin-
4(2H)-ona 
 
Antihipertensivo 
Amlodipina 
(408,88) 
(RS)-3-ethyl 5-methyl 2-[(2-
aminoethoxy)methyl]-4-(2-
chlorophenyl)-6-methyl-1,4-
dihydropyridine-3,5-
dicarboxylate  
Dislipemias 
Atorvastatina 
(558,64) 
(3R,5R)-7-[2-(4-
Fluorophenyl)-3-phenyl-4-
(phenylcarbamoyl)-5-
propan-2-ylpyrrol-1-yl]-3,5-
dihydroxyheptanoic acid  
Miorrelajante 
Clorzoxazona 
(169,57) 
5-chloro-3H-1,3-
benzoxazol-2-one 
 
Hipertensión, 
insuficiencia 
cardíaca crónica 
Enalapril 
(376,45) 
ácido (2S)-1-[(2S)-2-{[(2S)-
1-etoxi-1-oxo-4-fenilbutano-
2-
il]amino}propanoil]pirrolidina
-2-carboxílico 
 
Antipsicótico 
convencional, 
neuroléptico. 
Haloperidol 
(375,90) 
4-[4-(4-chlorophenyl)-4-
hydroxy-1-piperidyl]- 
1-(4-fluorophenyl)-butan-1-
one  
Antihistamínico 
Antiemético 
Meclizina 
(390,95) 
1-[(4-chlorophenyl)-
phenylmethyl]-4-[(3-
methylphenyl)methyl]pipera
zine 
 
Hipoglucemiante 
Metformina 
(129,16) 
N,N-
Dimethylimidodicarbonimidi
c diamide 
 
 
 
Antihemético 
 
 
Domperidona 
(425,91) 
5-Chloro-1-(1-[3-(2-oxo-2,3-
dihydro-1H-
benzo[d]imidazol-1-
yl)propyl]piperidin-4-yl)-1H-
benzo[d]imidazol-2(3H)-one 
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Osteoporosis 
postmenopáusica 
Risedronato 
(283,11) 
[1-hydroxy-2-(3-
pyridyl)etylidene]diphospho
nic acid 
 
Tratamiento de 
neoplasias sólidas  
Tirapazamina 
(178,15) 
4-hydroxy-1-oxido-1,2,4-
benzotriazin-1-ium-3-imine 
 
 
5.2    Selección de los compuestos de Pathogen Box 
 
De los 400 compuestos contenidos en la Pathogen Box, se seleccionaron aquellos 
pertenecientes a la categoría de drogas de referencia (n=26), incluyendo benznidazol 
y nifurtimox, así como también los compuestos con nombre trivial, disponibles 
comercialmente (n=14). 
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Tabla 6. Compuestos de la biblioteca Pathogen Box seleccionados para realizar el 
cribado primario in vitro. 
 
 
Indicación 
primaria 
 
 
Nombre trivial 
(Peso molecular) 
 
 
Denominación 
IUPAC 
 
 
Molécula 
 
Tripanosomiasis 
Americana 
Benznidazol 
(260,25) 
N-bencil-2-(2-
nitroimidazol-1-
il)acetamida 
 
Nifurtimox 
(287,29) 
(RS)-N-(3-metil-1,1-dioxo-
1,4-tiazinan-4-il)-1-(5-nitro-
2-furil)metanimina 
 
Alergias –  
Prurito 
Clemastina 
(343,90) 
(2R)-2-[2-[(1R)-1-(4-
chlorophenyl)-1-
phenylethoxy]ethyl]-1-
methylpyrrolidine 
 
Amebiasis 
Iodoquinol 
(396,95) 
 
5,7-diiodoquinolin-8-ol 
 
Artritis 
reumatoidea 
Auranofina 
(678,48) 
Trietilfosfino de (2,3,4,6-
tetra-6-acetil-1-tio-B-D-
glucopiranosato-S de oro) 
 
Bloqueante de 
canales de calcio 
Isradipina 
(371,39) 
3-O-methyl 5-O-propan-2-
yl 4-(2,1,3-benzoxadiazol-
4-yl)-2,6-dimethyl-1,4-
dihydropyridine-3,5-
dicarboxylate  
Depresión 
Fluoxetina 
(309,33) 
(RS)-N-Metil-3-fenil-3-(4-
trifluorometilfenoxi)propila
mina 
 
Helmintiasis 
Dietilcarbamazina 
(199,30) 
N,N-dietil-4-
metilpiperazina-1-
carboxamida 
 
 
Mebendazol 
(295,29) 
 
Methyl (5-benzoyl-1H-
benzimidazol-2-
yl)carbamato  
Nitazoxanida 
(307,28) 
[2-[(5-nitro-1,3-thiazol-2-
yl)carbamoyl]phenyl]ethan
oato 
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Praziquantel 
(312,41) 
2-(cyclohexanecarbonyl)-
3,6,7,11b-tetrahydro-1H-
pyrazino[2,1-a]isoquinolin-
4-one 
 
Hiper-
colesterolemia 
D-Eritadenina 
(253,21) 
(2R,3R)-4-(6-aminopurin-
9-yl)-2,3-
dihydroxybutanoic acid 
 
Infecciones 
bacterianas 
Amikacina 
(585,60) 
(2S)-4-amino-N-
[(2S,3S,4R,5S)-5-amino-2- 
[(2S,3R,4S,5S,6R)-4-
amino-3,5-dihydroxy- 
6-(hydroxymethyl)oxan-2-
yl]oxy-4-[(2R,3R, 
4S,5R,6R)-6-
(aminomethyl)-3,4,5-
trihydroxy- 
oxan-2-yl]oxy-3-hydroxy-
cyclohexyl]-2-hydroxy- 
butanamide 
 
Doxiciclina 
(444,44) 
(4S,4aR,5S,5aR,6R,12aR)
-4-(dimethylamino)-
1,5,10,11,12a-
pentahydroxy-6-methyl-
3,12-dioxo-4a,5,5a,6-
tetrahydro-4H-tetracene-2-
carboxamide 
 
Levofloxacina (-)-
ofloxacina 
(361,37) 
 
(3S)-9-Fluoro-3-methyl-10-
(4-methyl-1-piperazinyl)-7-
oxo-2,3-dihydro-7H-
[1,4]oxazino[2,3,4-
ij]quinoline-6-carboxylic 
acid hydrate 
 
Linezolid 
(337,35) 
N-[[(5S)-3-(3-fluoro-4-
morpholin-4-ylphenyl)-2-
oxo-1,3-oxazolidin-5-
yl]methyl]acetamide 
 
Estreptomicina 
(581,57) 
2-[(1R,2R,3S,4R,5R,6S)-
3-
(diaminomethylideneamin
o)-4-[(2R,3R,4R,5S)-3-
[(2S,3S,4S,5R,6S)-4,5-
dihydroxy-6-
(hydroxymethyl)-3-
(methylamino)oxan-2-
yl]oxy-4-formyl-4-hydroxy-
5-methyloxolan-2-yl]oxy-
2,5,6-
trihydroxycyclohexyl]guani
dine 
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Radezolid 
(438,45) 
N-[[(5S)-3-[3-fluoro-4-[4-
[(2H-triazol-4-
ylmethylamino)methyl]phe
nyl]phenyl]-2-oxo-1,3-
oxazolidin-5-
yl]methyl]acetamide 
 
Insecticida / 
Fungicida vegetal 
Tolfenpirad 
(383,87) 
4-chloro-5-ethyl-2-methyl-
N-[[4-(4-
methylphenoxy)phenyl]me
thyl]pyrazole-3-
carboxamide 
 
Difenoconazol 
(406,26) 
1-[[2-[2-chloro-4-(4-
chlorophenoxy)phenyl]-4-
methyl-1,3-dioxolan-2-
yl]methyl]-1,2,4-triazole  
Bitertanol 
(337,42) 
3,3-dimethyl-1-(4-
phenylphenoxy)-1-(1,2,4-
triazol-1-yl)butan-2-ol 
 
Azoxistrobina 
(403,39) 
methyl (E)-2-[2-[6-(2-
cyanophenoxy)pyrimidin-
4-yl]oxyphenyl]-3-
methoxyprop-2-enoate  
Trifloxistrobina 
(408,37) 
methyl (2Z)-2-
methoxyimino-2-[2-[[(Z)-1-
[3-
(trifluoromethyl)phenyl]eth
ylideneamino]oxymethyl]p
henyl]acetate 
 
Leishmaniasis 
visceral 
 
Anfotericina B 
(924,08) 
1R,3S,5R,6R,9R, 
11R,15S,16R,17R,18S,19
E,21E, 
23E,25E,27E,29E,31E,33
R,35S,36R,37S)- 33-[(3-
amino- 3,6-dideoxy- β-D-
mannopyranosyl)oxy]- 
1,3,5,6,9,11,17,37-
octahydroxy- 15,16,18-
trimethyl- 13-oxo- 14,39-
dioxabicyclo [33.3.1] 
nonatriaconta- 
19,21,23,25,27,29,31-
heptaene- 36-carboxylic 
acid 
 
Miltefosina 
(407,57) 
2-(hexadecoxi-óxido-
fosforil)oxietil-trimetil-
azanium  
Sitamaquina 
(343,51) 
N',N'-diethyl-N-(6-
methoxy-4-methylquinolin-
8-yl)hexane-1,6-diamine 
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Lepra 
Clofazimina 
(473,40) 
N,5-bis(4-chlorophenyl)-3-
propan-2-yliminophenazin-
2-amine 
 
Malaria 
Mefloquina 
(378,31) 
[(R*,S*)-2,8-
bis(trifluoromethyl)quinolin
-4-yl]-(2-
piperidyl)methanol 
 
Primaquina 
(259,35) 
4-N-(6-methoxyquinolin-8-
yl)pentane-1,4-diamine 
 
Micosis 
sistémicas 
Posaconazol 
(700,78) 
4-[4-[4-[4-[[(3R,5R)-5-(2,4-
difluorophenyl)-5-(1,2,4-
triazol-1-ylmethyl)oxolan-
3-
yl]methoxy]phenyl]piperazi
n-1-yl]phenyl]-2-[(2S,3S)-
2-hydroxypentan-3-yl]-
1,2,4-triazol-3-one 
 
Miorrelajante 
Zoxazolamina 
(168,58) 
5-Chloro-1,3-benzoxazol-
2-amine 
 
Theileriosis 
Buparvaquona 
(326,43) 
 
2-((4-tert-
butylcyclohexyl)methyl)-3-
hydroxy-1,4-
naphthoquinone  
Tripanosomiasis 
Africana 
Pentamidina 
(340,43) 
 
4-[5-(4-
carbamimidoylphenoxy) 
pentoxy] 
benzenecarboximidamide 
 
 
 
α-
difluorometilornitina 
(eflornitina) 
(182,17) 
 
2,5-diamino-2-
(difluoromethyl)pentanoic 
acid 
 
Suramina 
(1297,28) 
8-[[4-methyl-3-[[3-[[3-[[2-
methyl-5- 
[(4,6,8-trisulfonaphthalen-
1-
yl)carbamoyl]phenyl]carba
moyl]phenyl] 
carbamoylamino]benzoyl]a
mino]benzoyl]amino] 
naphthalene-1,3,5-
trisulfonic acid 
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Tuberculosis 
Bedaquilina 
(555,50) 
(1R,2S)-1-(6-bromo-2-
methoxyquinolin-3-yl)-4-
(dimethylamino)-2-
naphthalen-1-yl-1-
phenylbutan-2-ol 
 
Delamanid 
(534,48) 
(2R)-2-methyl-6-nitro-2-
[[4-[4-[4-
(trifluoromethoxy)phenoxy]
piperidin-1-
yl]phenoxy]methyl]-3H-
imidazo[2,1-b][1,3]oxazole 
 
Sutezolid 
(353,41) 
N-[[(5S)-3-(3-fluoro-4-
thiomorpholin-4-ylphenyl)-
2-oxo-1,3-oxazolidin-5-
yl]methyl]acetamide 
 
Rifampicina 
(822,94) 
(7S,9E,11S,12R,13S,14R,
15R,16R,17S,18S,19E,21
Z)-2,15,17,27,29-
pentahydroxy-11-methoxy-
3,7,12,14,16,18,22-
heptamethyl-26-[(1E)-[(4-
methylpiperazin-1-
yl)imino]methyl]-6,23-
dioxo-8,30-dioxa-24-
azatetracyclo[23.3.1.1⁴,⁷.0⁵
,²⁸]triaconta-
1(29),2,4,9,19,21,25,27-
octaen-13-yl acetate 
 
Etambutol 
(204,31) 
(2S)-2-[2-[[(2S)-1-
hydroxybutan-2-
yl]amino]ethylamino]butan
-1-ol 
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5.3    Cribado primario 
 
Se evaluó la actividad anti-T. cruzi de treinta y ocho compuestos reposicionados sobre 
los estadios de tripomastigote y amastigote a una concentración fija de 10 μM, en un 
sistema de cribado de mediano rendimiento. 
En la figura 11 se indica el porcentaje de actividad relativa (%AR) de los fármacos 
evaluados respecto a NFX sobre tripomastigotes derivados de cultivo de la cepa VD 
de T. cruzi. Los compuestos con AR≥ 60% respecto al NFX se indican en la tabla 7. 
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Figura 11. Porcentaje de actividad relativa a NFX (%AR - NFX) de compuestos evaluados a una concentración fija (10 µM) sobre 
tripomastigotes.  
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Se emplearon tripomastigotes derivados de cultivo de la cepa VD de T. cruzi. NT= tripomastigotes no tratados. 
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Tabla 7. Compuestos con ≥60% de AR respecto a NFX en el cribado primario sobre 
tripomastigotes de la cepa VD de T. cruzi. 
. 
 
Compuesto 
%AR respecto 
a NFX 
Nitrofurantoína 106,42 ± 5,50 
Mefloquina 104,37 ± 1,24 
Anfotericina B 98,81 ± 4,15 
Amlodipina 86,20 ± 17,98 
Ivermectina 84,45 ± 17,45 
Se indica el %AR promedio ± desvío estándar 
 
En la figura 12 se indica el %AR de los fármacos evaluados respecto al NFX sobre la 
inhibición del desarrollo de amastigotes intracelulares de la cepa VD de T. cruzi. Los 
compuestos que superaron el 60%AR se indican en la tabla 8 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
.  
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Figura 12. Porcentaje de actividad relativa a NFX (%AR - NFX) de los compuestos evaluados a una concentración fija (10 µM) sobre el 
desarrollo de amastigotes y la viabilidad celular.  
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Se emplearon células Vero infectadas con tripomastigotes derivados de cultivo de la cepa VD de T. cruzi en una proporción 10:1, con 24 hs de interacción y 4 
días de tratamiento 
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Tabla 8. Compuestos con ≥60% de AR respecto a NFX para el cribado primario sobre 
amastigotes de la cepa VD de T. cruzi. 
 
Compuesto 
%AR respecto 
a NFX 
Atovaquona 100,00 ± 0,00 
Ivermectina 100,00 ± 0,00 
Miltefosina 100,00 ± 0,00 
Amlodipina 99,98 ± 0,03 
Pirimetamina 99,98 ± 0,02 
Anfotericina B 99,97 ± 0,02 
Allopurinol 99,89 ± 0,20 
Voriconazol 99,86 ± 0,24 
Trimetoprima 98,85 ± 0,39 
Mefloquina 97,89 ± 0,20 
Artesunato 97,10 ± 2,60 
Nitrofurantoína 96,81 ± 0,91 
Nitazoxanida 94,63 ± 4,35 
Minociclina 91,35 ± 3,18 
Meclizina 90,84 ± 2,39 
Haloperidol 82,95 ± 8,16 
Arthemeter 79,56 ± 0,31 
Dihidroartemisinina 77,83 ± 0,47 
Atorvastatina 63,55 ± 5,48 
Se indica el %AR promedio ± desvío estándar. 
 
En relación a la citotoxicidad de las drogas evaluadas, ningún compuesto produjo un 
efecto deletéreo significativo a la concentración de 10 µM sobre las células 
hospedadoras, obteniéndose una viabilidad celular promedio de 94,88% (±9,93) 
respecto a las células no infectadas no tratadas. 
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5.4    Cribado secundario 
5.4.1 Efecto in vitro sobre tripomastigotes de la cepa VD de T. cruzi  
 
Seis de los cuarenta compuestos (15%) evaluados en el cribado primario tuvieron un 
%AR mayor al 60% comparado con NFX sobre el estadio de tripomastigote. Por lo 
tanto, dichos fármacos fueron estudiados en un sistema de cribado secundario para 
obtener los valores de LC50 y LC90. En la tabla 9 se indican los resultados. 
 
Tabla 9. Actividad in vitro (expresada en μM) sobre tripomastigotes de la cepa VD de 
T. cruzi de los compuestos activos identificados en el cribado primario.  
 
Compuesto 
 
LC50  
(IC95%) 
 
LC90  
(IC95%) 
R2 
PI  
BZ 
PI 
NFX 
Nifurtimox 
 
2,350  
(2,000; 2,779) 
 
27,938  
(11,465 ; 74,368) 
0,9875 
 
0,93 
 
- 
Benznidazol 
 
9,432  
(8,618 ; 10,32) 
 
25,89  
(17,19 ; 40,04) 
0,9916 
 
- 
 
1,08 
Mefloquina 
 
1,593  
(1,102 ; 2,303) 
 
 
15,813  
(7,561 ; 33,121) 
 
0,9466 1,64 1,77 
Ivermectina 
 
2,653  
(2,256 ; 3,119) 
 
28,698  
(15,200 ; 53,076) 
0,9880 0,90 0,97 
Nitrofurantoína 
 
3,464  
(3,217 ; 3,731) 
 
14,298  
(9,731 ; 20,661) 
0,9960 1,81 1,95 
Amlodipina 
 
3,805  
(3,245 ; 4,463) 
 
6,970  
(3,912 ; 11,515) 
0,9923 3,71 4,01 
Anfotericina B 
 
7,166  
(6,424 ; 7,994) 
 
14,205  
(11,562 ; 18,481) 
0,9948 1,82 1,97 
LC50=concentración lítica 50% sobre tripomastigotes.  
LC90= concentración lítica 90% sobre tripomastigotes 
IC95%= intervalo de confianza al 95% 
PI-BZ= índice de potencia respecto a BZ. LC90 BZ / LC90 compuesto 
PI-NFX= índice de potencia respecto a NFX. LC90 NFX / LC90 compuesto 
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5.4.2 Efecto in vitro sobre el desarrollo de amastigotes de la cepa VD 
de T. cruzi 
 
Dieciséis de los cuarenta compuestos (40%) evaluados en el cribado primario tuvieron 
un %AR mayor al 60% sobre la inhibición del desarrollo de los amastigotes comparado 
con NFX. En consecuencia, se evaluaron en un sistema de cribado secundario para 
obtener la IC50 e IC90, en simultáneo con la CC50, con el fin de determinar el efecto 
citotóxico sobre las células hospedadoras. En la tabla 10 se indican los resultados. 
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Tabla 10. Actividad in vitro (expresada en μM) sobre amastigotes de la cepa VD de T. cruzi y citotoxicidad de los compuestos activos 
identificados en el cribado primario.  
 
Se emplearon células Vero infectadas con tripomastigotes de la cepa VD de T. cruzi en una proporción 10:1, con 24 hs de interacción y 4 días de tratamiento.  
Compuesto 
 
IC50 
(IC95%) 
 
IC90 
(IC95%) 
R2 
CC50 
(IC95%) 
R2 IS 
 
PI  
BZ  
 
PI  
NFX 
Nifurtimox 
 
0,1471 
(0,1310 ; 0,1651) 
 
0,777 
(0,550 ; 1,072) 
0,9902 ~ 220,2 N/A ˃ 1.497 
1,43 
 
----- 
Benznidazol 
 
0,7262 
(0,6868 ; 0,7718) 
 
1,110 
(1,015 ; 1,640) 
0,9937 ˃ 640 N/A 881 ----- 0,70 
Voriconazol 
 
0,00699 
(0,00275 ; 0,01301) 
 
0,057 
(0,023 ; 0,131) 
0,983 ˃ 160 N/A ˃ 22.890 19,47 13,63 
Amlodipina 
 
0,3132 
(0,3018 ; 0,3250) 
 
0,607 
(0,664; 0,549) 
0,9994 ~ 14,79 0,9992 47 1,83 1,28 
Miltefosina 
 
 
0,5130 
(0.4814 ; 0,5466) 
 
1,906 
(1,012 ; 3,538) 
0,9951 
 
57,36 
(36,14 ; 91,05) 
 
0,9811 
423 
 
0,58 
 
0,41 
 
Nitazoxanida 
 
0,662 
(0,565 ; 0,774) 
 
9,112 
(4,700 ; 17,325) 
0,9896 
159,7 
(123,1; 207,2) 
0,9401 241 0,12 0,09 
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Pirimetamina 
 
0,6766 
(0,6304 ; 0,7076) 
 
2,357 
(1,724 ; 3,204) 
0,9978 ˃ 160 N/A ˃ 195 0,47 0,33 
Allopurinol 
 
0,8592 
(0,6644 ; 1,111) 
 
13,032 
(7,178 ; 23,305) 
0,9724 ˃ 160 N/A ˃ 186 0,09 0,06 
Artemether 
 
1,219 
(0,9291 ; 1,599) 
 
 
24,279 
(13,483 ; 41,709) 
0,9940 ˃ 160 N/A ˃ 131 0,05 0,03 
Ivermectina 
 
2,614 
(2,529 ; 2,701) 
 
3,460 
(2,661 ; 5,024) 
0,9984 
28,97 
(18,64 ; 45,03) 
0,9200 11 0,32 0,22 
Mefloquina 
 
3,003 
(2,263 ; 3,984) 
 
6,526 
(3,509 ; 12,952) 
0,9247 ~ 13,95 0,9736 5 0,17 0,12 
 
 
 
Minociclina 
 
 
 
 
3,692 
(2,299 ; 5,928) 
 
75, 073 
(21, 818 ; ∞) 
0,9663 
116,3 
(86,84 ; 155,8) 
0,9534 32 0,01 0,01 
Anfotericina B 
 
4,191 
(4,046 ; 4,341) 
 
 
8,005 
(5,894 ; 10, 224) 
 
0,9995 
60,13 
(55,85 ; 64,75) 
0,9894 
 
14 
 
0,14 0,10 
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Artesunato 
 
5,08 
(3,240 ; 7,965) 
 
23,049 
(12,176 ; 46, 933) 
0,9676 ˃ 160 N/A ˃ 32 0,05 0,03 
Atorvastatina 
 
6,259 
(5,177 ; 7,567) 
 
98,151 
(58,703 ; ∞) 
0,9827 
71,19 
(58,49 ; 86,64) 
0,9795 11 0,01 0,01 
Atovaquona 
 
6,636 
(6,606 ; 6,666) 
 
7,323 
(6,738 ; 7,908) 
0,9991 ˃ 160 N/A ˃ 24 0,15 0,11 
Nitrofurantoína 
 
8,49 
(7,066 ; 10,20) 
 
39,402 
(20,798 ; 73,274) 
0,9800 
949,7 
(73,69 ; 12,241) 
0,9750 112 0,03 0,02 
Trimetoprima 
 
8,629 
(6,716 ; 11, 165) 
 
43,819 
(17,355 ; 73,442) 
0,9541 ˃ 160 N/A ˃ 19 0,03 0,02 
 
Meclizina 
 
12,28 
(9,887 ; 15,25) 
22,011 
(12,727 ; 40,688) 
0,9869 ˃ 130 0,9929 ˃ 10 0,05 0,04 
Dehidroartemisinina 
 
13,66 
(12,58 ; 14,84) 
 
35,018 
(21,255 ; 55,699) 
0,9950 
135,3 
(122,0 ; 150,1) 
0,9624 10 0,03 0,02 
IC50= concentración inhibitoria 50% sobre amastigotes. 
IC90= concentración inhibitoria 90% sobre amastigotes. 
CC50= concentración citotóxica 50% sobre células Vero. 
IS= índice de selectividad, calculado como CC50/IC50 
PI-BZ= índice de potencia respecto a BZ. IC90 BZ / IC90 compuesto 
PI-NFX= índice de potencia respecto a NFX. IC90 NFX / IC90 compuesto 
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5.5  Efecto de la combinación de miltefosina y benznidazol in vitro 
sobre T. cruzi 
 
Durante el cribado primario, miltefosina (MLT) exhibió una actividad inhibitoria del 
desarrollo de amastigotes in vitro muy similar al de las drogas de referencia y no 
presentó toxicidad sobre las células hospedadoras. Si bien el efecto lítico sobre 
tripomastigotes fue menos potente, MLT fue seleccionada para continuar su 
evaluación en combinación con BZ. 
 
5.5.1 Efecto sobre la viabilidad de tripomastigotes de la cepa VD de T. 
cruzi 
 
Los valores de actividad de MLT y BZ sobre tripomastigotes en cultivo puede 
observarse en la tabla 11 Para el caso de MLT, el efecto tripanolítico fue escaso 
comparado a BZ, obteniendo un valor de LC50 cercano al orden alto micromolar.   
 
Tabla 11. Actividad in vitro (expresada en μM) de BZ y MLT sobre tripomastigotes de 
la cepa VD de T. cruzi.  
 
Compuesto 
 
LC50 (IC95%) 
 
LC90 (IC95%) R2 
 
BZ 
 
 
9,432  
(8,618 ; 10,32) 
 
25,89  
(17,19 ; 40,04) 
0,9916 
 
MLT 
 
 
30,85  
(29,4 ; 32,37) 
 
 
94,556  
(55,480 ; 164,154) 
 
0,9967 
 
Sin embargo, el efecto in vitro de la asociación entre MLT y BZ sobre la viabilidad de 
tripomastigotes fue significativamente mayor, produciendo una disminución de la LC50 
respecto a la obtenida con las dos drogas por separado (Figura 13). Más aún, la ∑FIC 
calculada indica que dicha combinación produciría un efecto sinérgico sobre la lisis de 
los tripomastigotes de la cepa VD de T. cruzi en cultivo (Tabla 12).  
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Figura 13. Efecto tripanolítico in vitro del tratamiento combinado con BZ y MLT. 
A) IC50 BZ combinado con concentraciones variables de MLT. 
B) IC50 MLT combinado con concentraciones variables de BZ. 
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Tabla 12. Actividad in vitro (expresada en µM) de la combinación entre MLT y BZ 
sobre la viabilidad de tripomastigotes. 
 
 
Combinación 
 
 
LC50 Combinación 
(µM) 
 
 
FIC 
 
∑FIC 
 
LC50 MLT + 
BZ variable 
 
 
4,409 
 
0,143 
 
 
 
0,753 
 
LC50 BZ + 
MLT variable 
 
 
5,753 
 
0,610 
FIC= fracción de concentración inhibitoria 
 
5.5.2 Efecto sobre la inhibición del desarrollo de amastigotes de la cepa 
VD de T. cruzi 
 
La eficacia de MLT y BZ sobre la inhibición del desarrollo de amastigotes en cultivo 
puede observarse en la tabla 13. Para el caso de MLT, el efecto inhibitorio fue muy 
alto, con un valor de IC50 cercano al orden bajo micromolar y similar al IC50 de BZ 
obtenido en esta cepa de T. cruzi.   
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Tabla 13. Actividad in vitro (expresada en μM) de BZ y MLT sobre amastigotes de la 
cepa VD de T. cruzi y efectos citotóxicos sobre las células hospedadoras.  
 
Compuesto 
 
IC50 (IC95%) 
 
IC90 (IC95%) R2 CC50 (IC95%) IS 
 
BZ 
 
 
0,7262 
(0,6868 ; 0,7718) 
 
1,110 
(1,015 ; 1,640) 
0,9937 ˃ 640 881 
MLT 
 
 
0,513 
(0.4814 ; 0,5466) 
 
 
1,906 
(1,012 ; 3,538) 
 
0,9951 
57,36 
(36,14 ; 91,05) 
423 
Se emplearon células Vero infectadas con tripomastigotes de la cepa VD de T. cruzi en una 
proporción 10:1, con 24 hs de interacción y 4 días de tratamiento.  
 
Posteriormente, los ensayos in vitro continuaron con la evaluación del efecto 
combinado de MLT y BZ sobre la inhibición del desarrollo de los amastigotes 
intracelulares. En este caso, las IC50 para la combinación fueron levemente inferiores a 
las IC50 obtenidas con ambas drogas por separado (Figura 14). En cuanto al tipo de 
asociación farmacológica entre dichas drogas, la ∑FIC calculada sugiere que podría 
ser de carácter aditivo (Tabla 14).  
 
Figura 14. Actividad in vitro (expresada en µM) de la combinación entre MLT y BZ 
sobre el desarrollo de amastigotes.  
A) IC50 BZ combinado con concentraciones variables de MLT. 
B) IC50 MLT combinado con concentraciones variables de BZ. 
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Tabla 14. Actividad in vitro (expresada en µM) de la combinación entre MLT y BZ 
sobre la inhibición del desarrollo de amastigotes intracelulares. 
 
 
Combinación 
 
 
IC50 Combinación 
(µM) 
 
 
FIC 
 
∑FIC 
 
IC50 MLT + 
BZ variable 
 
 
0,354 
 
0,690 
 
 
 
1,089 
 
IC50 BZ + 
MLT variable 
 
 
0,290 
 
0,399 
FIC= fracción de concentración inhibitoria  
 
5.6    Efecto in vitro de voriconazol solo y combinado con BZ sobre T. 
cruzi  
 
5.6.1 Efecto sobre la inhibición del desarrollo de amastigotes de la cepa 
Tulahuen stock 2 de T. cruzi 
 
El triazol voriconazol (VCZ) fue eficaz en inhibir el desarrollo de amastigotes en un 
orden bajo nanomolar (Tabla 15). Sin embargo, fue notoria la presencia de algunos 
tripomastigotes en el sobrenadante del co-cultivo, inclusive en aquellos pocillos 
tratados con las concentraciones más altas del compuesto. 
Por su parte, el tratamiento con VCZ no produjo ningún efecto deletéreo sobre las 
células hospedadoras, y por lo tanto, el IS obtenido fue muy amplio. 
 
Tabla 15. Actividad in vitro (expresada en μM) de BZ y VCZ sobre amastigotes de la 
cepa Tulahuen stock 2 de T. cruzi y efectos citotóxicos.  
Compuesto 
 
IC50 (IC95%) 
 
IC90 (IC95%) R2 
CC50 
(IC95%) 
IS 
BZ 
 
5,367  
(4,430 ; 6,503) 
 
32.283  
(19.626 ; ∞) 
0,975 ≥ 160 30 
VCZ 
 
0,007147  
(0,006444 ; 0,007926) 
 
0,152  
(0,077 ; 0,307) 
0,994 ≥ 160 22.387 
Se emplearon células Vero infectadas con tripomastigotes derivados de cultivo en una 
proporción 10:1, con 24 hs de interacción y 4 días de tratamiento. IS= índice de selectividad. 
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Por su parte, para los ensayos de combinación in vitro, se observó una disminución del 
valor absoluto de IC50 al combinar VCZ y BZ en distintas proporciones (Figura 15). La 
∑FIC obtenida fue de 0,735 indicando un efecto sinérgico sobre la inhibición del 
desarrollo de amastigotes intracelulares de T. cruzi a esas concentraciones (Tabla 16). 
 
Figura 15. Actividad in vitro (expresada en µM) de la combinación entre VCZ y BZ 
sobre el desarrollo de amastigotes 
A) IC50 BZ combinado con concentraciones variables de VCZ. 
B) IC50 VCZ combinado con concentraciones variables de BZ. 
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Tabla 16. Actividad in vitro (expresada en µM) de la combinación entre VCZ y BZ 
sobre la inhibición del desarrollo de amastigotes intracelulares. 
 
 
Combinación 
 
 
IC50 Combinación 
(µM) 
 
 
FIC 
 
∑FIC 
 
IC50 VCZ + 
BZ variable 
 
 
3,284 
 
0,611 
 
 
 
 
0,735 
 
IC50 BZ + 
VCZ variable 
 
 
0,0008913 
 
0,124 
FIC= fracción de concentración inhibitoria 
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5.7  Estandarización del cribado fenotípico con la cepa Dm28c/pLacZ 
de T. cruzi 
 
Con el objetivo de aumentar la capacidad de cribado de fármacos, se realizaron 
ensayos tendientes a estandarizar y optimizar las condiciones de un ensayo in vitro 
utilizando la cepa Dm28c/pLacZ de T. cruzi, la cual posee insertado en el ADN el gen 
de la enzima galactosidasa que, al agregar un determinado sustrato, genera un 
producto coloreado directamente proporcional a la carga parasitaria presente.  
 
5.7.1 Curva patrón de tripomastigotes de la cepa Dm28c/pLacZ 
 
Para establecer la linealidad de la producción de sustrato, se sembraron diluciones 
seriadas de tripomastigotes derivados de cultivo (Figura 16) y se agregó la solución de 
revelado. De esta manera, se produjo una intensidad de color relacionada con la 
cantidad de parásitos sembrados (ver Materiales y Métodos, sección 4.7.4.1). La mejor 
correlación se obtuvo a las 4 hs de incubación con el sustrato (R2=0,91) (Figura 17). 
 
Figura 16. Placa de cultivo sembrada con concentraciones decrecientes de 
tripomastigotes de la cepa Dm28c/pLacZ de T. cruzi  
 
 
 
Referencias: B2-D2: 200.000 tripomastigotes/mL; B3-D3: 100.000 tripomastigotes/m; B4-D4: 
50.000 tripomastigotes/mL; B5-D5: 25.000 tripomastigotes/mL; B6-D6: 12.500 
tripomastigotes/mL; B7-D7: 6.250 tripomastigotes/mL; B8-D8: 3.125 tripomastigotes/mL; B9-D9: 
1.563 tripomastigotes/mL; B10-D10: 781 tripomastigotes/mL; B11-D11: 391 tripomastigotes/mL; 
E2-E4: RPMI-5%SFB sin rojo fenol; E5-E7: RPMI-5%SFB sin rojo fenol con CPRG 100 μM y 
ND-P40 0,1%. 
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Figura 17. Curva patrón de tripomastigotes de la cepa Dm28-c/pLacZ de T. cruzi. 
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Curva representativa de la concentración de tripomastigotes por mL en función de la OD 
(570nm) con 4 hs de incubación en estufa a 37°C y 5%CO2 
 
5.7.2 Optimización del ensayo para la determinación colorimétrica de la 
inhibición del desarrollo de amastigotes  
 
El análisis con la prueba no-paramétrica de Kolmogorov-Smirnov permitió establecer 
las condiciones óptimas en las que las diferencias entre los pocillos tratados con Bz y 
no tratados fueron significativamente mayores.  
De las 27 posibles combinaciones, entre las distintas variables estudiadas: relación 
parásito-célula (MOI=1; 5 ó 10); tiempo de interacción parásito-célula (2, 6, 24 hs), 
tiempo de revelado (3, 4 ó 5 días post infección) y tiempo de incubación (2, 4, 6 ó 24 
hs), se indican en la tabla 17 y en la figura 18 aquellas que presentaron diferencias 
más significativas 
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Tabla 17. Condiciones experimentales del ensayo colorométrico con la cepa 
Dm28c/pLacZ de T. cruzi con mayor valor D. 
  
 
MOI  
 
Tiempo de 
interacción  
 
dpi 
 
Valor D 
 
p-valor 
Combinación 3  1 2 5 0,8333 0,0005 
Combinación 2  1 2 4 0,7500 0,0023 
Combinación 4  1 6 3 0,7500 0,0023 
Combinación 5  1 6 4 0,7500 0,0023 
Combinación 11  5 2 4 0,7500 0,0023 
 
Figura 18. Absorbancia en función del tiempo de incubación con la solución de 
revelado.  
Se indican los valores promedio (normalizados a 1) en los pocillos tratados con BZ (azul) y los 
no tratados (rojo). 
 
Combinación 3                   Combinación 2                      Combinación 4 
 
 
 
Combinación 5                                           Combinación 11 
 
 
Combinación 3: MOI=1; tiempo de interacción 2 hs, dpi 5 y 4 hs de incubación.  
Combinación 2: MOI=1, tiempo de interacción 2 hs, dpi 4 y 4 hs de incubación 
Combinación 4: MOI=1, tiempo de interacción 6 hs, dpi 3 y 4 hs de incubación. 
Combinación 5: MOI=1, tiempo de interacción 6 hs, dpi 4 y 4 hs de incubación. 
Combinación 11: MOI= 5, tiempo de interacción 2 hs, dpi 4 y 4 hs de incubación. 
 
Con el objetivo de continuar con el cribado de alto rendimiento se seleccionó aquel 
sistema que presentó con un alto valor D en el menor tiempo de interacción y de dpi al 
momento del revelado. 
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Las mejores condiciones del ensayo para obtener una señal colorimétrica adecuada 
en los pocillos con células infectadas no tratadas y una disminución biológicamente 
congruente con la concentración de BZ utilizada fueron las siguientes: se sembraron 
10.000 células Vero C-76 por pocillo en 100 µL de volumen final de RPMI-10%SFB en 
placas de cultivo de 96 pocillos. A las 24 hs, se realizó un lavado con PBS 1X estéril y 
las células fueron infectadas con tripomastigotes de la cepa Dm28c/pLacZ de T. cruzi 
derivados de cultivo, en una relación 5:1 en 100 µL de RPMI-5%SFB por pocillo, 
durante 2 hs. de interacción. Luego, se realizó un lavado con PBS 1X estéril para 
eliminar las células no adheridas y los parásitos que no ingresaron a las células. A 
continuación, se dispensó RPMI-10%SFB en los pocillos infectados y otros pocillos 
fueron tratados con siete diluciones seriadas en base 4 del compuesto estudio a partir 
de 160 µM, en un volumen final de 200 μL por pocillo.  
A los 4 dpi, se procedió a realizar el lavado de los pocillos con PBS1X estéril y se 
adicionó RPMI-5%SFB sin rojo fenol con solución de revelado (CPRG 100 µM y 
Nonidet P-40 0,1%, concentración final). Las placas fueron leídas en un lector de 
ELISA a 570 nm, luego de 4 hs de incubación en estufa a 37°C y 5% de CO2. 
 
5.7.3 Concentración Lítica 50 de la cepa Dm28c/pLacZ de T. cruzi  
 
Una vez optimizado el método de cribado de alto rendimiento, se estableció la 
actividad in vitro de NFX y BZ sobre tripomastigotes de la cepa Dm28c/pLacZ de T. 
cruzi, comparando los resultados de LC50 obtenidos mediante recuento manual con el 
método colorimétrico (Tabla 18; Figura 19). 
 
Tabla 18. Actividad in vitro (expresados en μM) de BZ y NFX sobre tripomastigotes de 
la cepa Dm28c/pLacZ de T. cruzi, obtenidos con los métodos de recuento 
microscópico y colorimétrico.  
 
Compuesto 
 
Recuento manual 
LC50 (IC95%) 
 
R2 
 
Método colorimétrico 
LC50 (IC95%) 
 
R2 
 
BZ 
 
41,36 
(35,50 ; 48,18) 
0,9841 
44,74 
(40,93 ; 48,91) 
0,9892 
 
NFX 
 
17,99  
(12,32 ; 26,26) 
0,8991 
 
38,94 
(37,05 ; 40,92) 
 
0,9953 
Se sembraron 1.105 tripomastigotes por pocillo en placas de 96 pocillos junto con 7 diluciones 
seriadas en base 2 de los compuestos en estudio desde 160 μM. La placa se incubó durante 
24 hs en estufa a 37°C y 5%CO2 y posteriormente se llevó a cabo la lectura y el recuento 
microscópico en simultáneo.  
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Para ambos métodos de cribado, se obtuvo una muy buena correlación e intervalos de 
confianza estrechos.  
En el caso de BZ, las LC50 calculadas resultaron muy similares entre ambos métodos 
de diagnóstico. Sin embargo, la LC50 para NFX obtenida con el método clásico de 
recuento microscópico presentó una diferencia de casi 15 µM menos respecto al 
método colorimétrico. Esto podría deberse a que el NFX es naturalmente coloreado, lo 
que podría interferir en la lectura a la densidad óptica utilizada. 
 
Figura 19. Determinación colorimétrica de la LC50 sobre la cepa Dm28c/pLacZ de T. 
cruzi para a) benznidazol y b) nifurtimox. 
 
A     B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Referencias:  
Figura 20.A) B2-D2: 160 µM; B3-D3: 40 µM; B4-D4: 10 µM; B5-D5: 2,5 µM; B6-D6: 0,625 µM; B7-D7: 
0,156 µM; B8-D8: 0,078 µM; B9-D9: Tc. 
Figura 20.B) B2-D2: 160 µM; B3-D3: 40 µM; B4-D4: 10 µM; B5-D5: 2,5 µM; B6-D6: 0,625 µM; B7-D7: Tc. 
 
5.7.4 Concentración Inhibitoria 50 de la cepa de T. cruzi Dm28c/pLacZ 
 
Las IC50 para NFX y BZ obtenidas con el sistema colorimétrico de revelado empleando 
la cepa Dm28c/pLacZ se indican en la tabla 19. Las curvas concentración-respuesta 
obtenidas se muestran en las figuras 20.A y 20.B. 
 
Tabla 19. Actividad in vitro (expresada en μM) de BZ y NFX sobre amastigotes de la 
cepa Dm28c p/LacZ de T. cruzi y efectos citotóxicos sobre las células hospedadoras.  
 
Compuesto 
 
IC50 (IC95%) 
 
IC90 (IC95%) R2 CC50 (IC95%) IS 
BZ 
 
2,309  
(2,143 ; 2,488) 
8,599  
(5,985 ; 12,294) 
0,9963 ˃ 160 ˃ 69 
NFX 
0,9692  
(0,8951 ; 1,050)  
3,512 
(2.092 ; 5.693) 
0,9956 ˃ 160 ˃ 165 
Se emplearon células Vero C-76 infectadas con tripomastigotes derivados de cultivo de la cepa 
Dm28c/pLacZ de T. cruzi en una proporción 5:1, con 2 hs de interacción y 4 días de 
tratamiento. IS=índice de selectividad. 
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Figura 20. Curva dosis-respuesta para BZ (a) y NFX (b) con la cepa Dm28c/pLacZ  de 
T. cruzi; c) y d) Placas de cultivo correspondientes al ensayo colorimétrico para 
determinación de IC50 de BZ y NFX, respectivamente. 
Las líneas punteadas indican el 50 y el 90% de inhibición del desarrollo de los amastigotes.  
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Referencias:  
Figura 20.C: A1-C1: 160 µM, A2-C2: 40 µM; A3-C3: 10 µM; A4-C4: 2,5 µM; A5-C5: 0,625 µM; A6-C6: 
0,156 µM; D1-D3: 0,039 µM; D4-D6: No tratado. E1: RPMI-1640 5% SFB. E2: RPMI-1640 5% SFB + 
CPRG 0,1 µM. 
Figura 20.D: A1-C1: 160 µM, A2-C2: 40 µM; A3-C3: 10 µM; A4-C4: 2,5 µM; A5-C5: 0,625 µM; A6-C6: No 
tratado. D1: RPMI-1640 5% SFB + CPRG 0,1 µM; D2: RPMI-1640 5% SFB. 
 
 
5.8    Determinación de la actividad de compuestos reposicionados 
contenidos en la biblioteca Pathogen Box 
 
Con el método de cribado de alto rendimiento utilizando la cepa Dm28c/pLacZ de T. 
cruzi establecido previamente, se seleccionaron los compuestos de referencia y con 
nombre trivial presentes en la biblioteca de compuestos Pathogen Box para evaluar su 
actividad sobre la inhibición in vitro del desarrollo de amastigotes intracelulares. 
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5.8.1 Cribado primario 
 
Se evaluó la actividad anti-T. cruzi de cuarenta fármacos de la biblioteca de 
compuestos contenidos en la Pathogen Box sobre el estadio de amastigote de la cepa 
Dm28c/pLacZ, a una concentración fija de 10 μM. 
En la figura 21 se indica el %AR de los fármacos evaluados comparado con NFX 
sobre la inhibición del desarrollo de amastigotes intracelulares de la cepa 
Dm28c/pLacZ de T. cruzi. Los compuestos que superaron el 60%AR se indican en la 
tabla 20. 
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Figura 21. Porcentaje de actividad relativa a NFX (%AR) de los compuestos evaluados a una concentración fija (10 µM) sobre el desarrollo de 
amastigotes intracelulares de la cepa Dm28c/pLacZ de T. cruzi.  
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Se infectaron células Vero C-76 con tripomastigotes derivados de cultivo en una proporción 5:1, con 2 hs de interacción y 4 días de tratamiento. NT= células 
infectadas no tratadas. El asterisco indica aquellos compuestos con efectos citotóxicos. 
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Tabla 20. Compuestos con ≥60% de actividad relativa (%AR) respecto a NFX para el 
cribado primario sobre amastigotes de la cepa Dm28c/pLacZ VD de T. cruzi. 
 
Compuesto 
%AR respecto 
a NFX 
Mefloquina 111,50 ± 2,62 
Auranofina 107,30 ± 2,07 
Miltefosina 102,90 ± 2,39 
Posaconazol 96,87 ± 9,45 
Iodoquinol 92,71 ± 10,44 
Fluoxetina 90,60 ± 1,97 
Buparvaquona 89,58 ± 10,12 
Clemastina 89,24 ± 10,57 
Sitamaquina 86,35 ± 2,94 
Trifloxistrobin 85,12 ± 9,08 
Azoxistrobin 80,24 ± 2,94 
Pentamidina 74,59 ± 16,48 
Isradipina 74,59 ± 10,41 
Zoxazolamina 74,31 ± 19,36 
Delamanid 73,89 ± 12,14 
Difenoconazol 70,82 ± 12,81 
Clofazimina 70,82 ± 16,37 
Bitertanol 68,00 ± 16,54 
Nitazoxanida 66,67 ± 13,43 
D-Eritadenina 64,24 ± 11,02 
Primaquina 62,84 ± 12,51 
Se indica el %AR promedio ± desvío estándar. 
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Respecto a la citotoxicidad de las drogas evaluadas a la concentración de 10 µM, la 
mayoría de los compuestos no afectaron a las células hospedadoras. Las 
características observadas mediante microscopio invertido, tales como morfología, 
granularidad del citoplasma y densidad de siembra fueron similares a las observadas 
en los pocillos con células no infectadas no tratadas.  
Los compuestos D-eritadenina, mefloquina, auronofina, iodoquinol y trifloxistrobin 
presentaron citotoxicidad severa por lo que fueron descartados para continuar con su 
evaluación en el cribado secundario. 
 
5.8.2 Cribado secundario 
 
De un total de cuarenta compuestos evaluados en el cribado primario, dieciséis (40%) 
evidenciaron un %AR mayor a 60 sobre la inhibición del desarrollo de los amastigotes 
comparado con NFX y no presentaron efectos citotóxicos a nivel morfológico.  
En consecuencia, estos compuestos continuaron siendo evaluados en un sistema de 
cribado secundario de alto rendimiento para obtener la IC50 e IC90, junto con la CC50, 
con el fin de determinar el efecto citotóxico sobre las células hospedadoras y el índice 
de selectividad. En la tabla 21 se indican los resultados. 
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Tabla 21. Actividad in vitro (expresada en μM) sobre amastigotes de la cepa Dm28c/pLacZ de T. cruzi y efectos citotóxicos de los compuestos 
activos identificados en el cribado primario.  
Se emplearon células Vero C-76 infectadas con tripomastigotes derivados de cultivo de la cepa Dm28c/pLacZ de T. cruzi en una proporción 5:1, con 2 hs de 
interacción y 4 días de tratamiento.  
 
 
Compuesto 
 
IC50 
(IC95%) 
 
IC90 
(IC95%) 
R2 
CC50 
(IC95%) 
R2 IS 
 
PI  
BZ 
 
PI  
NFX 
Nifurtimox 
 
0,9692  
(0,8951 ; 1,050)  
 
3,512 
(2.092 ; 5.693) 
0,9956 
 
˃ 160 N/A ˃ 165 2,45 - 
Benznidazol 
2,309  
(2,143 ; 2,488) 
 
8,599  
(5,985 ; 12,294) 
 
 
0,9963 
 
˃ 160 N/A ˃ 69  - 0,41 
 
Miltefosina 
 
 
 
0,134 
(0,04033 ; 
0,4439) 
 
 
0,685 
(0,024 ; 3,834) 
 
0,995 
 
≥10 
 
N/A ≥15 12,55 5,13 
Difenoconazol 
0,3601 
(0,2715 ; 0,4778) 
 
13,325 
(6,583; ∞) 
 
0,9957 
29,01 
(15,84 ; 53,14) 
0,7680 80 0,65 0,26 
 
 
Clemastina 
 
 
 
0,453 
(0,08002 ; 2,565) 
 
1,372 
(0,091 ; 7,369) 
 
 
0,989 
 
2,02 
(1,171 ; 3,476) 
0,8922 5 6,27 2,56 
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Pentamidina 
0,485 
(0,3861 ; 0,6085) 
 
3,617 
(2,441 ; 5,771) 
 
0,993 
20,66 
(17,80 ; 23,99) 
0,8707 43 2,38 0,97 
 
Bitertanol 
 
0,697 
(0,4858 ; 1,001) 
 
5,862 
(3.133 ; 18.141) 
 
0,998 
24,00 
(16,85 ; 34,20) 
0,836 34 1,47 0,60 
 
Posaconazol 
 
 
 
1,167 
0,9214 ; 1,477 
 
 
6,423 
(2,957 ; ∞) 
 
0,9685 
≥10 
 
N/A ≥5 1,34 0,55 
 
Delamanid 
 
 
 
1,867 
(1,732 ; 2,013) 
 
 
13,818 
(8,930 ; ∞) 
 
 
0,996 
 
23,45 
(13,84 ; 39,75) 
 
0,9116 13 0,62 0,25 
Sitamaquina 
 
 
2,022 
(1,506 ; 2,713) 
 
 
12,014 
(5,199 ; ∞) 
 
0,9539 
10,36 
(7,895 ; 13,60) 
0,9201 5 0,72 0,29 
 
Clofazimina 
 
2,073 
(1,980 ; 2,171) 
7,902 
(3,868 ; 15,999) 
0,9980 ~ 6,388 0,8774 ≥3 1,09 0,44 
 
 
Fluoxetina 
 
 
 
2,626 
(1,897 ; 3,634) 
 
 
17,792 
(6,082 ; ∞) 
 
0,959 
8,34 
(5,441 ; 12,77) 
0,913 3 0,48 0,20 
Isradipina 
 
3,823 
(2,077 ; 7,036) 
 
 
61,069 
(16,478 ; ∞) 
0,932 
75,17 
(31,34 ; 180,3) 
0,8841 20 0,14 0,06 
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Buparvaquona 
 
 
6,375 
(5,599 ; 7,260) 
 
 
47,228 
 
0,983 
 
 
≥10 
 
 
N/A 
 
≥2 
0,18 0,07 
 
Azoxistrobina 
 
 
7,649 
(6,189 ; 9,452) 
 
104,322 0,959 ≥20 N/A ≥3 0,08 0,03 
 
Zoxazolamina 
 
 
12,24 
(11,22 ; 13,36) 
 
27,924 0,9881 ≥20 N/A ≥2 0,31 0,13 
 
Primaquina 
 
 
13,74 
(12,27 ; 15,38) 
 
24,305 
(16,985 ; ∞) 
0,985 ~ 21.37 0,8424 ≥ 2 0,35 0,14 
 
Nitazoxanida 
 
 
16,530 
(13,88 ; 19,67) 
 
28,526 0,942 
62,30 
(18,52 ; 209,5) 
0,8409 4 0,30 0,12 
IC50= concentración inhibitoria 50% sobre amastigotes. 
IC90= concentración inhibitoria 90% sobre amastigotes. 
CC50= concentración citotóxica 50% sobre células Vero. 
IS= índice de selectividad, calculado como CC50/IC50 
PI BZ= índice de potencia respecto a BZ. IC90 BZ / IC90 compuesto. 
PI NFX= índice de potencia respecto a NFX. IC90 NFX / IC90 compuesto. 
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5.9  Evaluación del efecto tripanocida de drogas reposicionadas en un 
modelo murino de infección aguda con T. cruzi 
 
A partir de las experiencias realizadas in vitro, se aplicaron los criterios 
preestablecidos de selección para elegir aquellos fármacos candidatos más 
promisorios para continuar con su evaluación del efecto anti- en un modelo murino de 
infección aguda con T. cruzi (cepas VD ó Tulahuen, DTU TcVI). Las drogas estudiadas 
en esta etapa fueron: pirimetamina, nitaxozanida, ivermectina, voriconazol y 
miltefosina. 
 
5.9.1 Evaluación in vivo de pirimetamina, nitaxozanida, e ivermectina 
como monodroga y combinada con benznidazol 
 
A continuación, se presentan los datos obtenidos con el tratamiento de pirimetamina 
(PYR), nitazoxanida (NTZ) e ivermectina (IVM) sola o combinada con benznidazol 
(BZ). Se indican en conjunto debido a que el ensayo fue realizado en paralelo, 
utilizando los mismos animales controles negativos (infectados no tratados, NT) y los 
resultados para este grupo de drogas fueron similares. 
 
5.9.1.1 Respuesta clínica 
 
Luego de la infección con 500 tripomastigotes sanguíneos de la cepa VD de T. cruzi 
por vía ip, los animales fueron aleatoriamente asignados a un tratamiento 
experimental. Según el modelo estandarizado, al 8vo dpi, todos los animales 
presentaron parasitemias positivas, iniciando a continuación el tratamiento durante 20 
días consecutivos por vía oral. 
El curso agudo de la infección con T. cruzi se desarrolló según el modelo 
estandarizado en los animales del grupo NT, si bien el deterioro clínico fue más rápido 
que lo habitual y con parasitemias más bajas, en el orden de 1x105. Esto animales 
comenzaron exhibiendo el pelaje hirsuto, falta de acicalamiento y postura encorvada. 
Conforme fue avanzando la infección, este estado clínico fue acompañado de pérdida 
de peso y disminución de la temperatura corporal. 
Los animales que fueron tratados con PYR a una dosis de 50 mg/kg/día exhibieron 
signos clínicos similares al grupo NT, con deterioro del estado general, alodinia y 
pelaje hirsuto, pérdida de peso corporal y valores de temperatura corporal debajo del 
rango normal. 
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El tratamiento con NTZ no fue capaz de revertir este estado y los animales exhibieron, 
a partir del tercer día de tratamiento, un aspecto similar a los animales del grupo NT.  
A partir del día 15 post infección, los animales tratados con 2 mg/kg/día de IVM 
presentaron una sintomatología neurológica compatible con síndrome vestibular y un 
típico signo de ladeo de cabeza. Este estado fue agravándose, para luego desarrollar 
un estado comatoso y parálisis completa del tronco y los miembros. Esta 
sintomatología requirió la aplicación de eutanasia anticipada. Por su parte, ningún 
animal tratado con 0,4 mg/kg/día de IVM desarrolló síntomas similares a los 
descriptos.  
Sin embargo, al 20vo dpi (12 días de iniciado tratamiento) se observó en un animal del 
grupo tratado con la combinación IVM 0,4 mg/kg/día + BZ 5 mg/kg/día, el desarrollo de 
signos similares al síndrome vestibular, cierre palpebral y flaccidez del pabellón 
auricular ipsilateral. Al no encontrarse con sensorio disminuido, se continuó el 
tratamiento con BZ solo. Al final del período de tratamiento, hubo una leve reversión 
de los signos, con normalización de la apertura palpebral pero manteniendo la cabeza 
ladeada. 
Respecto al peso corporal, hasta el día 7 post infección se observó un aumento de 
peso en todos los grupos experimentales respecto al peso inicial. A partir de ese 
momento, comenzó un descenso del peso corporal, siendo estadísticamente 
significativo en el grupo tratado con NTZ a los 13 y 16 dpi (p=0,0271 y 0,0176 
respectivamente). Los animales tratados con BZ, solo o combinado con IVM, fueron 
los únicos cuyo peso corporal promedio se mantuvo constante durante el período de 
tratamiento (Figura 22). 
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Figura 22. Variación del peso corporal (en %) respecto al peso inicial durante el 
período de tratamiento.  
El asterisco (*) indica diferencias estadísticamente significativas (p<0,05). 
 
5 10 15 20
-15
0
15
NTZ 200 mg/kg/día
IVM 2 mg/kg/día
IVM 0,4 mg/kg/día
IVM 0,4 mg/kg/día + BZ 5 mg/kg/día
BZ 5 mg/kg/día
NT*
*
PYR 50 mg/kg/día
dpi
va
ri
a
c
ió
n
 d
e
l p
e
s
o
c
o
rp
o
ra
l  
(%
)
 
 
5.9.1.2 Respuesta al tratamiento 
 
La presencia de tripomastigotes sanguíneos comenzó a observarse a partir del 8vo dpi 
en todos los animales, iniciando inmediatamente el tratamiento (Figura 23). Hasta el 
día 12 post infección, no se encontraron diferencias respecto a la parasitemia entre los 
grupos experimentales. Luego, los recuentos de tripomastigotes sanguíneos 
comenzaron a aumentar en los grupos tratados con NTZ y PYR, incluso de manera 
mayor que en los animales infectados no tratados (+62 y +230%, respectivamente), 
siendo estas diferencias estadísticamente significativas respecto al grupo NT 
(p=0,0098) (Tabla 22; Figura 24). 
Para el tratamiento con IVM, la parasitemia máxima disminuyó un 75,1% respecto al 
grupo NT en los animales que recibieron la dosis de 2 mg/kg/día, aunque por los 
signos clínicos descriptos anteriormente, supone una dosis neurotóxica en los ratones. 
Por su parte, la dosis de 0,4 mg/kg/día no logró reducir la parasitemia de manera 
significativa. La adición de BZ en dosis subterapéuticas produjo un efecto similar al 
obtenido con el tratamiento de BZ solo.  
La mortalidad fue evitada por el tratamiento con BZ en un 100%. Las restantes drogas 
evaluadas no pudieron demostrar un efecto protector sobre la letalidad de la infección, 
posiblemente combinado con el efecto tóxico observado con IVM a 2 mg/kg/día (Figura 
25). 
 
  
 Resultados 
121 
Tabla 22. Parámetros parasitológicos del modelo murino de infección aguda con la 
cepa VD de T. cruzi para los tratamientos con NTZ, PYR, IVM sola o combinada con 
BZ y BZ a dosis subterapéutica.  
 
 N 
Dosis 
(mg/kg/día) 
 
Día de 
parasitemia 
máxima 
(±SD) 
 
 
Parasitemia máxima 
(tripomastigotes/mL) 
(±SD)  
Variación de 
parasitemia 
(%)* 
Supervivencia 
(%) 
 
NTZ  
5 200 
 
16,6 (±0,89) 
 
1,14.106  
(±0,22.106) 
↑+62,70 0 / 5 (0) 
PYR 5 50 
 
14,8 (±0,84) 
 
2,33.106 
(±1,63.106) 
↑+231,73 0 / 5 (0) 
 
IVM  
5 2 13,8 (±1,64) 
1,75.105 
(±0,51.105) 
↓-75,1 
  
0 / 5 (0) 
 
 
IVM  
5 0,4 17,4 (±2,19) 
 
6,23.105 
 (±5,33.105) 
  
↓-11,37 2 / 5 (40) 
 
BZ+ IVM 
  
5 5 + 0,4 
10,4 (±2,19) 
 
7,75.104 
 (±3.58.104) 
↓-88,97 5 / 5 (100) 
BZ 3 
 
5  
13,0 (±1,73) 
 
1,08.105 
(±0,47.105) 
 
 
↓-84,63 3 / 3 (100) 
NT  4 ---- 
 
17,5 (±1,00) 
 
 
7,03.105 
(±2,42.105) 
  
---- 
 
1 / 4 (75) 
 
Ratones BALB/c hembras, infectadas con 500 tripomastigotes de la cepa VD de T. cruzi; inicio 
del tratamiento 8 dpi, por vía oral, durante 20 días consecutivos. NT= grupo infectado no 
tratado. * En relación al grupo NT. 
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Figura 23. Curva de parasitemia durante el curso de la infección con T. cruzi.  
Se indica el recuento promedio de tripomastigotes/mL de sangre periférica en relación 
a los días post infección (dpi).  
NTZ (nitazoxanida), PYR (pirimetamina), IVM (ivermectina), BZ (benznidazol). NT=infectado no 
tratado. 
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Figura 24. Parasitemia máxima alcanzada (media ±DE).  
Se indica el recuento máximo promedio obtenido de tripomastigotes/mL en sangre 
periférica según los tratamientos.  
NTZ (nitazoxanida), PYR (pirimetamina), IVM (ivermectina), BZ (benznidazol).  
NT=infectado no tratado.  
El asterisco (*) indica diferencias estadísticamente significativas (p<0,05). 
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Figura 25. Curvas de supervivencia acumulada en ratones infectados con T. cruzi 
durante el curso agudo de la infección. 
NTZ (nitazoxanida), PYR (pirimetamina), IVM (ivermectina), BZ (benznidazol). 
NT=infectado no tratado.  
El tiempo se expresa como días posteriores a la infección (dpi). 
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5.9.2 Evaluación in vivo de voriconazol 
 
El voriconazol (VCZ) fue una de las drogas evaluadas in vitro como monoterapia y 
combinada con BZ.  Debido a su alta actividad exhibida sobre la inhibición del 
desarrollo de amastigotes intracelulares y su nula citotoxicidad sobre las células 
hospedadora, junto con los antecedentes de actividad in vivo de otros compuestos 
azólicos similares, se decidió continuar con su evaluación en un modelo murino de 
infección aguda con la cepa Tulahuen de T. cruzi. 
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5.9.2.1 Respuesta clínica 
 
A lo largo del ensayo, los animales tratados con VCZ (40 mg/kg/día) desarrollaron 
escasos efectos adversos. Se registró pérdida de peso y postura encorvada en dos de 
ocho animales durante el pico de parasitemia, los cuales posteriormente murieron. Los 
seis ratones restantes exhibieron falta de acicalamiento y leve depresión del sensorio 
en coincidencia con la máxima parasitemia. Posteriormente, la condición clínica 
mejoró a lo largo del tratamiento. De manera similar, el tratamiento con BZ fue bien 
tolerado por los ratones. Todos los animales mostraron buena respuesta clínica, con 
pelaje acicalado y brillante, con sensorio alerta y comportamiento activo. 
En contraste con los grupos tratados, los animales infectados no tratados presentaron 
el pelaje hirsuto, postura encorvada, movilidad reducida y un sensorio disminuido, con 
reflejos letárgicos. Este estado clínico fue acompañado por baja temperatura corporal 
y pérdida de peso, requiriendo eutanasia anticipada 9 de 10 ratones. Si bien todos los 
animales perdieron peso al momento cercano a la parasitemia máxima, no se 
observaron diferencias significativas entre los grupos a momento del pico de infección 
(Figura 26.A) (Kruskal–Wallis, p=0,208).  
El grupo tratado con VCZ aumentó de peso previamente al pico de parasitemia, y 
luego continuó ascendiendo de manera similar a los ratones sanos del mismo peso y 
edad. En contraste, los animales infectados no tratados y los tratados con BZ 
perdieron hasta el 13 y 10% del peso inicial respectivamente, a los 24 dpi. Al final del 
estudio, los ratones tratados con BZ aumentaron significativamente menos de peso 
que los tratados con VCZ (p=0,001).  
Al momento del pico de parasitemia (26 dpi), la temperatura corporal promedio se 
encontró debajo del rango de referencia para ratones normales en los tres grupos 
experimentales (Figura 26.B). Los ratones que recibieron VCZ continuaron con 
temperatura corporal disminuida hasta el finalizar el tratamiento. Sin embargo, la 
temperatura de los ratones tratados con BZ mejoró rápidamente dentro del rango 
normal. Se observó una temperatura notablemente reducida en los animales del grupo 
NT, donde solo el único ratón superviviente recuperó los valores normales. 
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Figura 26. Efecto del tratamiento con VCZ y BZ sobre el peso corporal y la 
temperatura de los ratones infectados.  
A) Variación del peso corporal (en porcentaje) de los ratones infectados durante la 
fase aguda de la infección con T. cruzi.  
El peso inicial (0% de cambio) se indica con línea discontinua.  
B) Temperatura corporal (en grados Celsius) de los ratones durante la fase aguda de 
la infección con T. cruzi.  
El rango de temperatura corporal normal en ratones (36,5-38°C) se indica con líneas 
discontinuas. NT= infectados no tratados. 
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5.9.3 Respuesta al tratamiento 
 
En este modelo, los ratones infectados con la cepa Tulahuen de T. cruzi exhibieron el 
clásico patrón de parasitemia durante la fase aguda de la infección (Figura 27). A los 
10 dpi, se detectaron tripomastigotes circulantes en todos los animales alcanzando el 
recuento máximo a los 26 dpi, para luego ir disminuyendo gradualmente a recuentos 
bajos pero detectables hacia el día 42 post infección en los animales supervivientes.  
El análisis de varianza no paramétrico (ANOVA; Kruskal-Wallis) detectó una diferencia 
estadísticamente significativa de la parasitemia máxima alcanzada entre los grupos 
experimentales (p= 0,001) (Figura 28). Los animales del grupo NT alcanzaron niveles 
de parasitemia significativamente más altos que los animales tratados con VCZ (p= 
0,0014) o con BZ (p= 0,001).  
El tratamiento con VCZ redujo la parasitemia máxima en un 70%, y en un 81% a día 
del pico de parasitemia (26 dpi). El tratamiento con BZ demostró ser significativamente 
más efectivo que con VCZ (p= 0,001), obteniendo una reducción del 100% (es decir, 
parasitemia negativa en todos los ratones tratados) (Tabla 23). 
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Tabla 23. Parámetros parasitológicos obtenidos en un modelo murino de infección 
aguda con cepa Tulahuen de T. cruzi para los tratamientos con VCZ ó BZ.  
NT= grupo infectado no tratado. 
 
Tratamiento n 
Dosis 
(mg/kg/día) 
 
Parasitemia máxima 
(tripomastigotes/mL) 
(±SD)  
Reducción 
parasitemia 
máxima (%) 
Supervivencia 
(%) 
 
VCZ  
8 40 
 
3,233.106 
(± 1,656.106) 
  
70,95 
 
6/8 (75) 
 
 
BZ  
8 100 
 
1,375.105 
(± 0,817.105) 
  
98,76 
 
8/8 (100) 
 
NT  10 - 
 
1,113.107 
(± 5,133.106) 
 
 
- 
 
1/10 (10) 
 
Ratones BALB/c hembras, infectadas con 500 tripomastigotes de la cepa Tulahuen de T. cruzi; 
inicio del tratamiento 10 dpi, por vía oral, durante 20 días consecutivos.  
 
Los ratones tratados con VCZ tuvieron estadísticamente más chance de sobrevivir (p= 
0,013) y vivieron significativamente más tiempo (p= 0,007) que los ratones del grupo 
NT. De forma similar, y tal como se esperaba, el tratamiento con BZ prolongó la 
supervivencia en comparación con ratones NT (p= 0.001) y disminuyó el riesgo de 
mortalidad significativamente (p= 0.001). Sin embargo, no se pudieron demostrar 
diferencias estadísticamente significativas entre los grupos tratados con BZ y VCZ, 
respecto al tiempo de sobrevida (p= 0,144) y de las probabilidades de supervivencia 
(p= 0,467) (Figura 29). 
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Figura 27. Curva de parasitemia durante el curso de la infección con T. cruzi.  
Se indica el recuento promedio (±DE) de tripomastigotes/mL de sangre periférica en 
los grupos experimentales en función de los días post infección (dpi).  
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Figura 28. Parasitemia máxima alcanzada (Media ±DE).. 
Se indica el recuento promedio máximo de tripomastigotes/mL en sangre periférica 
según los tratamientos.  
Distintas letras indican diferencias estadísticamente significativas (p<0,05). 
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Figura 29. Curvas de supervivencia acumulada en ratones infectados con T. cruzi 
durante el curso agudo de la infección.  
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5.9.4  Examen histopatológico 
 
El grado de inflamación en músculo cardíaco fue categorizado entre 0 y 2 para los 
animales tratados con VCZ y BZ, mientras que en el grupo NT las puntuaciones 
variaron de 0 a 3 (Figura 30). El ANOVA no paramétrico (Kruskal-Wallis) no pudo 
detectar diferencias estadísticamente significativas entre los puntajes de inflamación 
miocárdica de los grupos (p= 0,236).  
En el músculo esquelético, el grado de inflamación fue de 0 a 2 para los ratones 
tratados con BZ. Sin embargo, se observó mayor infiltrado inflamatorio en músculo 
esquelético de los ratones tratados con VCZ y NT comparado con los animales que 
recibieron BZ, con puntuaciones de 1 a 4 (p= 0,002) y de 1 a 3 (p= 0,005), 
respectivamente. El tratamiento con VCZ no fue estadísticamente más eficaz que 
ningún tratamiento para reducir la inflamación del músculo esquelético (p= 0,815) 
(Figura 30). 
En los ratones tratados con VCZ, se detectaron nidos de amastigotes en el miocardio 
en dos de ocho animales (25%), mientras que en tres de ocho animales (37,5%) se 
hallaron nidos en músculo esquelético (Figura 31). Los dos ratones con amastigotes 
en tejido muscular y en miocardio fueron los que no sobrevivieron hasta el final del 
estudio. No se observaron nidos de amastigotes en músculo esquelético de aquellos 
ratones tratados con BZ; sin embargo, se observaron nidos de amastigotes en 
miocardio de uno de los ocho ratones (12,5%). Para el grupo NT, se observaron nidos 
de amastigotes en cinco de seis (83,3%) muestras de miocardio y cuatro de seis 
(66,7%) muestras de músculo esquelético. No se observaron nidos en ningún tejido 
analizado del animal sobreviviente del grupo NT. No se detectaron diferencias 
significativas comparando la proporción de ratones tratados con BZ o VCZ que 
contenían parásitos en algún tipo de tejido muscular. De igual manera, no hubo 
diferencias estadísticamente significativas entre los grupos tratados con VCZ y NT 
respecto al porcentaje de ratones con nidos en corazón (p= 0,103) o en músculo 
esquelético (p= 0,592). La proporción de animales del grupo NT con nidos de 
amastigotes en el miocardio no fue significativamente diferente a la de los tratados con 
BZ (p= 0,026). Sin embargo, el tratamiento con BZ produjo una proporción 
significativamente menor de ratones con nidos de amastigotes en músculo esquelético 
en comparación con los animales NT (p= 0,015*). 
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Figura 30. Grado de inflamación promedio (±DE) en miocardio y en músculo 
esquelético de muestras de ratones infectados con T. cruzi.  
El puntaje más alto indica mayor extensión y severidad del infiltrado inflamatorio.  
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Figura 31. Cantidad de ratones (expresado en %) con presencia de nidos de 
amastigotes en corazón y músculo esquelético.  
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5.9.5 Evaluación in vivo de voriconazol combinado con benznidazol  
 
Considerando los resultados in vitro en in vivo de la evaluación de VCZ como fármaco 
con actividad anti-T. cruzi, se decidió continuar con ensayos tendientes a establecer el 
posible efecto sinérgico de administrar dicho compuesto con BZ, a dosis 
subterapéuticas, con el fin de observar alguna disminución significativa en el desarrollo 
de la parasitemia y, eventualmente, de la cura parasitológica. 
 
5.9.5.1 Respuesta clínica 
 
A lo largo del tratamiento, el BZ fue bien tolerado por los ratones. Todos los animales 
que recibieron BZ, solo o combinado con VCZ, evidenciaron una buena condición 
clínica, con pelaje acicalado y brillante, y sensorio alerta. De similar manera, los 
animales tratados con VCZ a 20 mg/kg/día mostraron efectos adversos leves. 
Solamente un ratón de dicho grupo adoptó una postura encorvada y presentó 
movimientos incoordinados, agravado a un estado de deterioro clínico que demandó 
realizar una eutanasia anticipada. Los restantes cinco animales presentaron 
piloerección moderada y sensorio levemente deprimido en coincidencia con el pico de 
la parasitemia. Esta condición clínica fue mejorando durante el período de tratamiento.  
Por el contrario, los ratones infectados no tratados exhibieron un pelaje hirsuto y 
amarillento, con postura encorvada, apertura palpebral disminuida, secreción ocular, 
movilidad reducida y reflejos letárgicos. Esta condición clínica fue acompañada de baja 
temperatura corporal y pérdida de peso, lo que condujo a la muerte del 100% de los 
animales.  
Todos los animales infectados perdieron peso entre el día de la infección y 2 dpi, 
aunque posteriormente, y hasta el 13° dpi comenzaron a ganar peso nuevamente 
(Figura 32.A). Con excepción de los animales tratados con BZ 5 mg/kg/día, todos los 
animales sufrieron nuevamente una baja en el peso en el momento cercano a la 
aparición de tripomastigotes en sangre. Los animales tratados con BZ 5 mg/kg/día por 
su parte ganaron peso en el momento previo al pico de la parasitemia y luego 
continuaron su desarrollo dentro de los parámetros normales. 
En los restantes grupos experimentales, la disminución pronunciada del peso continuó 
hasta el momento de máxima parasitemia (22 dpi), pero luego se estabilizó en el caso 
de los ratones tratados.  
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Por el contrario, los ratones infectados no tratados experimentaron una pérdida de 
peso extrema durante todo el estudio (13% del peso corporal inicial) hasta que 
debieron aplicarse puntos finales humanitarios en todos los animales.  
Entre los grupos infectados y tratados, la terapia combinada de BZ + VCZ no minimizó 
la pérdida de peso en comparación con el tratamiento con BZ solo. La temperatura 
corporal promedio (Figura 32.B) en los seis grupos experimentales disminuyó por 
debajo del rango de referencia en el pico de la parasitemia (22 dpi). Luego de ese 
momento, los ratones que recibieron tratamiento con BZ (solo o en combinación con 
VCZ) pudieron estabilizar la temperatura corporal hasta valores casi normales.  
Las temperaturas corporales de aquellos animales que recibieron tratamiento con VCZ 
solo continuaron disminuyendo gradualmente hasta la conclusión del experimento. Se 
observaron temperaturas marcadamente reducidas en los ratones del grupo NT, 
principalmente entre los 13 y 22 dpi Análogamente a las tendencias de pérdida de 
peso, el tratamiento combinado entre BZ y VCZ no mejoró significativamente el 
mantenimiento de la temperatura corporal en comparación con el tratamiento con BZ 
como monoterapia.  
 
Figura 32. Efecto de la terapia combinatoria de BZ y VCZ sobre el peso corporal y la 
temperatura de los ratones infectados.  
A) Cambio del peso corporal (en %) respecto al peso inicial durante el período de 
tratamiento.  
B) Temperatura corporal de los ratones infectados con T. cruzi. El rango de 
temperatura corporal normal en ratón (36.5-38°C) se indica con líneas punteadas. 
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5.9.5.2 Respuesta al tratamiento 
 
En el modelo estudiado, los ratones infectados con la cepa Tulahuén de T. cruzi 
exhibieron el patrón clásico de parasitemia durante la fase aguda de la infección 
(Figura 33). Los tripomastigotes sanguíneos fueron detectados en todos los animales 
al 8vo dpi, alcanzando su pico máximo cercano a los 22 dpi, y disminuyendo 
gradualmente a valores cercanos al límite de detección a los 30 dpi en los ratones 
sobrevivientes. 
El análisis ANOVA no paramétrico ANOVA (Kruskal-Wallis) mostró una diferencia 
significativa (p <0,0005) entre los grupos experimentales. Los ratones que recibieron 
cualquier tratamiento tuvieron valores de parasitemia máxima estadísticamente más 
bajos que los ratones NT (p <0,05 para todas las comparaciones por pares), con 
reducciones porcentuales de la parasitemia máxima promedio entre 69,73% -96,78% 
respecto al grupo infectado no tratado (Tabla 24; Figura 34. Sin embargo, no se 
observaron diferencias significativas entre los grupos de tratamiento. Por ejemplo, la 
combinación BZ 5 mg/kg/día + VCZ 20 mg/kg/día no fue más efectiva que BZ 5 
mg/kg/día solo (p= 0,400), y la combinación BZ 25 mg/kg/día + VCZ 20 mg/kg/día no 
resultó mejor para reducir la parasitemia que BZ 25 mg/kg/día como monoterapia (p= 
0,770). 
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Tabla 24. Parámetros parasitológicos obtenidos en un modelo murino de infección 
aguda con cepa Tulahuen de T. cruzi para los tratamientos con BZ sólo o combinado 
(5 ó 25 mg/kg/día) con VCZ (20 mg/kg/día). 
 
Tratamiento n  
Dosis 
(mg/kg/día) 
Parasitemia máxima 
(tripomastigotes/mL)  
(±DE) 
Reducción de 
parasitemia 
máxima 
(%) 
Supervivencia 
(%) 
VCZ 6 20 
 
4,30x106 
(±2,84x106) 
  
69,73 
(p=0.009) 
5 / 6 (83,3) 
(p=0.015) 
BZ 3 5 
 
1,79x106 
(± 0,582x106) 
  
87,38 
(p=0.024) 
3 / 3 (100) 
(p=0.012) 
BZ + VCZ 4 5 + 20 
 
3,207x106 
(±1,690x106)  
77,42 
(p=0.010) 
4 / 4 (100) 
(p=0.005) 
BZ 4 25 
 
4,625x105 
(±1,705x105)  
96,75 
(p=0.010) 
4 / 4 (100) 
(p=0.005) 
BZ 4 25 + 20 
 
4,575x105 
(±0,917x105) 
  
96,78 
(p=0.014) 
4 / 4 (100) 
(p=0.005) 
NT  6 - 
 
1,421.107 
± 0,616.107 
  
------- 0 / 6 (0) 
Ratones BALB/c hembras, infectadas con 500 tripomastigotes de la cepa Tulahuen de T. cruzi; 
inicio del tratamiento 8 dpi, por vía oral, durante 20 días consecutivos. NT= grupo infectado no 
tratado. 
 
Las tasas de supervivencia al final del ensayo fueron 0/6 para los ratones NT y 5/6 
para los ratones tratados con VCZ 20 mg/kg/día. No se produjeron muertes en ningún 
grupo que recibiera BZ, ya fuera solo o en combinación con VCZ. Comparando las 
curvas de supervivencia (Figura 35), todos los animales tratados tuvieron 
estadísticamente más probabilidades de sobrevivir (p <0,05 para todas las pruebas de 
Fisher) y de vivir significativamente más tiempo (p <0,05 para todas las pruebas 
Mantel Cox) que el grupo NT. No se encontraron diferencias significativas entre los 
grupos de tratamiento con respecto a la expectativa de vida o las probabilidades de 
supervivencia. 
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Figura 33. Curva de parasitemia de ratones infectados con T. cruzi durante el curso 
agudo de la infección (dpi).  
Se indica el recuento promedio (±DE) de tripomastigotes/mL de sangre periférica en 
los grupos experimentales en función de los días post infección (dpi).  
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Figura 34. Parasitemia máxima alcanzada. Valores medios (±DE). 
Se indica el recuento máximo promedio de tripomastigotes/mL en sangre periférica 
según los tratamientos.  
VCZ (voriconazol), BZ (benznidazol) y NT (infectado no tratado). Los asteriscos indican 
diferencias significativas (p˂0,05). 
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Figura 35. Curvas de supervivencia acumulada en ratones infectados con T. cruzi 
durante el curso agudo de la infección.  
El tiempo se mide como días posteriores a la infección (dpi). 
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5.9.6 Evaluación in vivo de miltefosina 
 
La hexadecilfosfocolina o miltefosina (MLT) fue uno de los compuestos evaluados in 
vitro que mostró una actividad superior a las drogas de referencia utilizadas en el 
tratamiento de la enfermedad de Chagas. Además, su actividad inhibitoria como 
monodroga y combinada con BZ sobre amastigotes de la cepa VD (TcVI) y sobre la 
cepa Dm28-c/pLacZ (TcI) in vitro posicionó a esta droga como candidata líder para 
continuar con su evaluación en el modelo in vivo previamente desarrollado. 
 
5.9.6.1 Respuesta clínica 
 
Los animales tratados con MLT exhibieron un ligero malestar al momento de la 
administración oral del compuesto, representado por arcadas, facie ansiosa y 
acicalamiento repetido de labios y carrillos luego del tratamiento. En general, este 
comportamiento persistía durante 15-20 minutos y luego los animales retornaban a su 
actividad normal. Estos signos no se presentaron en los animales infectados no 
tratados a los que se les administró el mismo volumen del vehículo (agua destilada ó 
CMC 0,25%), ni tampoco en los animales infectados y tratados con BZ ó NFX. 
A lo largo del tratamiento con MLT, los animales experimentaron una disminución del 
peso corporal, aunque estas diferencias no resultaron estadísticamente significativas 
comparadas con los demás grupos experimentales (Figura 36.A).  
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En los grupos tratados con MLT a 50 ó 75 mg/kg/día, el peso se mantuvo entre el 
inicial y un aumento promedio del 20%, mientras que el grupo tratado con MLT a 100 
mg/kg/día presentó un marcado descenso a partir del día 11 pi, que fue recuperado a 
los 21 días post infección. Al finalizar el tratamiento (28 dpi), el peso corporal de este 
grupo experimental se incrementó en promedio un 9,4% respecto al peso inicial. 
Por su parte, el grupo tratado con MLT a una dosis de 25 mg/kg/día presentó una 
disminución del peso corporal promedio similar a la observada en el grupo NT, 
relacionada con el curso de la fase aguda en este modelo de infección con T. cruzi.  
Respecto a la temperatura corporal, se observaron valores cercanos al límite inferior 
del rango normal para la especie murina, sin diferencias significativas entre los grupos 
de tratamiento, muy posiblemente debido a la amplia dispersión de los valores 
obtenidos (Figura 36.B). Sin embargo, y tal como se observó en los anteriores 
ensayos, los animales infectados no tratados evidenciaron una importante disminución 
de la temperatura corporal a medida que avanzaba el curso agudo de la infección, lo 
cual se vio acompañado de una disminución del peso corporal y un comportamiento 
letárgico, con sensorio deprimido y pelaje hirsuto. 
 
 
Figura 36. Efecto del tratamiento con MLT, BZ ó NFX sobre el peso corporal y la 
temperatura de los ratones infectados.  
A) Variación del peso corporal (en porcentaje) de los ratones infectados durante la 
fase aguda de la infección con T. cruzi.  
El peso inicial (0% de variación) se indica con línea discontinua. 
B) Temperatura corporal (en grados Celsius) de los ratones infectados con T. cruzi. 
El rango de temperatura corporal normal en ratones (36,5-38°C) se indica con las líneas 
discontinuas. 
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5.9.6.2 Respuesta al tratamiento 
 
El tratamiento con MLT produjo efectos supresores en la parasitemia y en aquellos 
parámetros asociados, observándose una respuesta dependiente de la dosis (Figura 
37 y tabla 25). 
El período de parasitemia patente (PP) fue estadísticamente diferente entre los grupos 
de tratamiento (p<0,0001). La administración de MLT a partir de 50 mg/kg/día redujo 
significativamente el PP comparado con el grupo tratado con 25 mg/kg/día de MLT, 
mientras que no se detectaron diferencias significativas entre los animales tratados 
con 100 mg/kg/día de MLT ó con 100 mg/kg/día de NFX. 
Asimismo, el tratamiento con MLT redujo la parasitemia máxima alcanzada de manera 
dosis-dependiente (Figura 38), disminuyendo un 50% respecto a los animales del 
grupo NT con la dosis de 25 mg/kg/día y entre un 89 y 96% a partir de los 50 
mg/kg/día, siendo estas últimas diferencias estadísticamente significativas. 
Asimismo, el tratamiento con MLT en dosis igual o mayor a 50 mg/kg/día redujo la 
parasitemia máxima alcanzada sin observarse diferencias significativas comparadas 
con el tratamiento con BZ ó NFX. 
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Tabla 25. Parámetros parasitológicos obtenidos en un modelo murino de infección aguda con cepa VD de T. cruzi para los tratamientos con  
MLT, BZ o NFX. 
 
 
Ratones BALB/c hembras, infectadas con 500 tripomastigotes de la cepa VD de T. cruzi; inicio del tratamiento 8 dpi, administrado por vía oral, durante 20 
días consecutivos. NT= grupo infectado no tratado. 
Tratamiento n 
Dosis 
(mg/kg/día) 
Parasitemia 
patente (días) 
(±DE) 
Parasitemia 
máxima  
(tripomastigotes/mL) (±DE) 
Reducción  
parasitemia máxima 
(%) 
Parasitemia 
fin tratamiento 
(tripomastigotes/mL) 
(±DE) 
Supervivencia 
(%) 
MLT 5 25 
 
35,00 (9,80) 
 
1,03x106 
(± 0,24x106) 
50,12 
1,56x104 
(±3,13x104) 
4/5 (80) 
MLT  5 50 
 
26,00 (2,74) 
 
2,20x105 
(± 0,53 x105) 
89,29 
2,25x104 
(±1,63x104) 
 
5/5 (100) 
 
MLT  5 75 
 
24,20 (3,83) 
 
2,42x105 
(± 0,61x105) 
88,20 
2,00x104 
(±1,43x104) 
5/5 (100) 
 
MLT  7  100 
 
15,29 (4,07) 
 
7,68x104 
(± 6,43 x104) 
96,26 0,00 (±0,00) 7/7 (100) 
BZ 9  100 3,88 (2,23) 
1,46x105 
(± 1,15x105)  
92,02  
 
0,00 (±0,00) 
 
9/9 (100) 
NFX 10 100 
 
4,00 (4,32) 
 
8,25x104 
(± 7,66 x104) 
95,99 
 
0,00 (±0,00) 
 
10/10 (100) 
NT 14 ---- ---- 
2.06x106 
(± 0,91 x106) 
---- ---- 
 
0/14 (0) 
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Figura 37. Curva de parasitemia durante el curso de la infección con T. cruzi.  
Se indica el recuento promedio (±DE) de tripomastigotes/mL en sangre periférica de 
los grupos experimentales en función de los días post infección (dpi).  
Miltefosina (MLT), benznidazol (BZ) y nifurtimox (NFX) NT=infectado no tratado. Los asteriscos 
indican diferencias significativas respecto al grupo NT y MLT 25 mg/kg/día (Kruskall-Wallis; 
p˂0,05). 
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Figura 38. Parasitemia máxima promedio (±DE) alcanzada.  
Se indica el recuento máximo promedio de tripomastigotes/mL en sangre periférica 
según los tratamientos.  
Miltefosina (MLT), benznidazol (BZ) y nifurtimox (NFX) NT=infectado no tratado. Distintas letras 
indican diferencias significativas (Kruskall-Wallis; p˂0,05). 
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En los animales tratados con BZ, NFX ó MLT a una dosis de 100 mg/kg/día, no se 
observaron tripomastigotes sanguíneos al completar los 20 días consecutivos de 
tratamiento (Figura 39). Llamativamente, 3 de 4 animales tratados con 25 mg/kg/día de 
MLT presentaron parasitemia negativa por microscopía óptica, una vez finalizado el 
tratamiento, mientras que en 4 de 5 animales tratados con 50 ó 75 mg/kg/día, aún se 
observaban tripomastigotes circulantes en un nivel cercano al límite de detección de la 
técnica (12.500 tripomastigotes/mL). 
Finalmente, la administración de MLT a partir de 50 mg/kg/día evitó la mortalidad en el 
100% de los animales, de igual manera a lo ocurrido con los ratones tratados con BZ ó 
NFX (Figura 40). 
 
Figura 39. Parasitemia promedio (±DE) al finalizar el tratamiento (día 28 pi).  
Se indica el recuento de tripomastigotes/mL de sangre periférica según los tratamientos.  
Miltefosina (MLT), benznidazol (BZ) y nifurtimox (NFX) NT=infectado no tratado. Distintas letras 
indican diferencias significativas (Kruskall-Wallis; p˂0,05). 
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Figura 40. Curvas de supervivencia acumulada en ratones infectados con T. cruzi 
durante el curso agudo de la infección.  
El tiempo se mide como días posteriores a la infección (dpi). Las líneas punteadas indican el 
tiempo de mortalidad acumulada 50% (CM50). 
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5.9.7 Cura parasitológica 
  
Al finalizar el tratamiento, los animales de los grupos tratados con MLT a dosis de 25, 
50 y 75 mg/kg/día presentaban parasitemia patente (1/4; 4/5 y 4/5, respectivamente), 
con valores entre 15.000 y 25.000 parásitos por mL de sangre. Por su parte, los 
ratones tratados con 100 mg/kg/día de MLT, BZ ó NFX exhibieron parasitemias 
negativas determinadas mediante microscopía óptica. 
A partir de ese momento, y durante los 10 días subsiguientes, todos los grupos 
experimentales se mantuvieron en un período de observación. Luego, se realizaron 
parasitemias, que resultaron negativas en la totalidad de los animales, indistintamente 
del tratamiento administrado previamente.  
Se procedió entonces a iniciar el ciclo de inmunosupresión con ciclofosfamida (CYP, 
200 mg/kg/semana, ip) en todos los ratones. A lo largo del período de seguimiento, se 
observó una reactivación de la parasitemia en todos los animales del grupo tratado 
con MLT, ocurriendo generalmente entre la segunda y la cuarta dosis de CYP 
semanal. Para los animales tratados con BZ, el 44% (4 / 9) presentó reactivación de la 
parasitemia, mientras que el 60% (6 / 10) de los animales tratados con NFX 
presentaron parasitemias positivas durante el período de inmunosupresión.  
En síntesis, durante la etapa de tratamiento, se observó una disminución de la 
parasitemia en los animales tratados con MLT, negativizando la parasitemia en el 
grupo tratado con 100 mg/kg/día, de manera similar a los grupos que recibieron 100 
mg/kg/día de BZ ó NFX.  
Posteriormente, se evaluó el efecto del tratamiento sobre la esterilización 
parasitológica, mediante el empleo conjunto de inmunosupresión farmacológica y 
qPCR.  
Las muestras de sangre obtenidas luego de la inmunosupresión fueron positivas para 
ADN de T. cruzi en todos los animales tratados con MLT, mientras que el tratamiento 
con las drogas de referencia BZ y NFX falló en el 44 y en el 60% de los animales, 
respectivamente, reforzando los resultados obtenido previamente mediante 
observación por microscopía óptica. 
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5.9.7.1 Examen histopatológico 
 
En este ensayo, el grado de inflamación en el músculo esquelético observado fue 
significativamente diferente entre los grupos de tratamiento (p=0,0025) (Figura 41.A). 
El grado de inflamación fue significativamente más bajo en el tejido muscular de los 
animales tratados con MLT a 50 mg/kg/día respecto al grupo NT, al igual que ocurrió 
con los animales tratados con BZ o NFX. En las demás dosis de MLT estudiadas, los 
puntajes de inflamación asignados fueron muy dispersos, suponiendo un efecto no 
estimable de la MLT en disminuir el infiltrado inflamatorio. 
Respecto al grado de inflamación observado en miocardio, ningún tratamiento fue 
significativamente distinto entre sí ni comparado con los animales infectados no 
tratados (Figura 41.B). 
 
Figura 41. Grado de inflamación promedio (±DE) en miocardio y en músculo 
esquelético de muestras de ratones infectados con T. cruzi.  
A) Grado de inflamación en músculo esquelético.  
B) Grado de inflamación en miocardio.  
El puntaje más alto indica mayor extensión y severidad del infiltrado inflamatorio. Se representa 
el valor promedio (±DE).  
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Tanto en miocardio como en músculo esquelético se detectaron nidos de amastigotes 
en menos de la mitad de los animales tratados con MLT en cualquiera de las dosis 
evaluadas (Figuras 42 y 43). 
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La proporción de animales con nidos de amastigotes fue significativamente mayor en 
los animales del grupo NT respecto a los demás grupos de tratamiento, tanto para 
músculo esquelético como para miocardio (Chi cuadrado; p= 0,0003 y 0,0044, 
respectivamente).  
No se detectaron diferencias significativas entre las proporciones de ratones con nidos 
de amastigotes en ninguno de los dos tipos de tejido muscular pertenecientes a los 
grupos tratados con MLT, BZ ó NFX  
 
Figura 42. Cantidad de ratones (expresado en %) con presencia de nidos de 
amastigotes en músculo esquelético.  
 
N
T
M
LT
 2
5 
m
g/
kg
/d
ía
M
LT
 5
0 
m
g/
kg
/d
ía
M
LT
 7
5 
m
g/
kg
/d
ía
M
LT
 1
00
 m
g/
kg
/d
ía
BZ
 1
00
 m
g/
kg
/d
ía
N
FX
 1
00
 m
g/
kg
/d
ía
0
50
100
R
a
to
n
e
s
 c
o
n
 n
id
o
s
d
e
 a
m
a
s
ti
g
o
te
 (
%
)
 
Figura 43. Cantidad de ratones (expresado en %) con presencia de nidos de 
amastigotes en músculo cardíaco.  
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5.9.8 Evaluación in vivo  de miltefosina combinada con benznidazol  
 
A partir del análisis de los resultados de la combinación in vitro entre MLT y BZ, que 
sugirió un efecto sinérgico sobre la lisis de tripomastigotes y un efecto aditivo sobre la 
inhibición del desarrollo de amastigotes intracelulares, sumado al efecto parasitostático 
del tratamiento con MLT como monodroga observado durante la evaluación in vivo, se 
decidió continuar con los ensayos con el objetivo de determinar si la asociación de 
MLT con BZ in vivo podría producir una mejora significativa en la respuesta terapéutica 
utilizando menores dosis. 
 
5.9.8.1 Ensayo a dosis subterapéuticas 
 
Con el objetivo de determinar la existencia de sinergismo de potenciación entre MLT y 
BZ se diseñó un ensayo utilizando ambos fármacos a dosis subterapéuticas, 
establecidas en estudios previos. Las dosis utilizadas fueron 25 mg/kg/día para MLT y 
5 mg/kg/día para BZ.  
 
5.9.8.1.1  Respuesta clínica 
 
Al igual que durante los ensayos como monoterapia, la administración de MLT por vía 
oral produjo un malestar transitorio en los animales al momento de la administración, 
provocando arcadas, facie ansiosa y acicalamiento repetido de labios y mejillas. En 
general, este comportamiento persistió 15-20 minutos, retornando luego a la actividad 
normal. Estos signos no se observaron en los animales infectados no tratados a los 
que se les administró el mismo volumen del vehículo (agua destilada ó CMC 0,25%), 
ni tampoco en los animales infectados y tratados con BZ solo o en el momento de 
administrar dicho compuesto. 
A lo largo del tratamiento con 25 mg/kg/día de MLT, los animales experimentaron una 
menor ganancia de peso corporal, que no resultó estadísticamente significativa 
comparada con los demás grupos experimentales (Figura 44.A). Sin embargo, hubo un 
ligero descenso del peso en coincidencia con el pico de parasitemia. 
A diferencia de lo observado en anteriores ensayos, el grupo NT no experimentó una 
disminución significativa del peso corporal promedio durante la fase aguda de la 
infección.  
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En relación con la temperatura corporal, se registraron valores cercanos al límite 
inferior del rango normal para la especie, sin diferencias significativas entre los grupos 
de tratamiento, debido posiblemente a la amplia dispersión de los valores obtenidos 
(Figura 44.B). Sin embargo, hacia el día 20 post infección, se observó una importante 
disminución de la temperatura corporal promedio, por debajo de los valores de 
referencia, en todos los grupos experimentales.  
 
Figura 44. Efecto del tratamiento con MLT solo o combinado con BZ sobre el peso 
corporal y la temperatura de los ratones infectados.  
A) Variación del peso corporal (en porcentaje) de los ratones infectados durante la 
fase aguda de la infección con T. cruzi.  
El peso inicial (0% de variación) se indica con línea discontinua. 
B) Temperatura corporal (en grados Celsius) de los ratones infectados con T. cruzi.  
El rango de temperatura corporal normal en ratones (36,5-38°C) se indica con las líneas 
discontinuas.  
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5.9.8.1.2  Respuesta al tratamiento 
 
Durante el curso agudo de la infección, el tratamiento produjo un efecto significativo 
sobre la disminución de la parasitemia (p=0,0034) (Figura 45). A partir de las 
comparaciones múltiples entre los distintos grupos experimentales, se determinó que 
la parasitemia máxima alcanzada fue significativamente mayor en el grupo infectado 
NT respecto a los demás tratamientos. 
La administración de MLT y BZ separados o en combinación produjo una disminución 
de la parasitemia máxima entre el 76,23 al 79,51%, siendo estas diferencias no 
significativas entre sí (Tabla 26, Figura 46). 
Por su parte, la administración de dosis subterapéuticas de MLT, BZ o en combinación 
previno la mortalidad de los animales, mientras que en el grupo NT hubo una 
supervivencia del 50%, porcentaje menor a lo observado en ensayos anteriores y que 
puede relacionarse con el estado clínico general y los valores de parasitemia promedio 
en dicho grupo experimental durante el curso de la infección. 
 
 
Tabla 26. Parámetros parasitológicos obtenidos en un modelo murino de infección 
aguda con cepa VD de T. cruzi para los tratamientos con MLT solo o combinado con 
BZ a dosis subterapéuticas.  
 
Ratones BALB/c hembras, infectadas con 500 tripomastigotes de la cepa VD de T. cruzi; inicio 
del tratamiento 8 dpi, por vía oral, durante 20 días consecutivos. NT= grupo infectado no 
tratado. 
 
 
Tratamiento N 
Dosis 
(mg/kg/día) 
 
Parasitemia máxima  
(Media ± DE) 
(tripomastigotes/mL)   
Reducción de  
parasitemia 
máxima 
(%) 
Supervivencia 
(%) 
MLT  4 25 
 
9,06x104 
(±4,13x104) 
  
 
76,23  
4/4 (100) 
BZ  4 5 
 
7,81x104 
(±3,13x104) 
  
 
79,51  
4/4 (100) 
MLT + BZ  4 25 + 5 
 
7,81x104 
(±4,49x104) 
  
79,51 4/4 (100) 
NT  4 ---- 
 
3,81x105 
(±1,64x105) 
  
----- 2/4 (50) 
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Figura 45. Curva de parasitemia durante el curso de la infección con T. cruzi.  
Se indica el recuento promedio (±DE) de tripomastigotes/mL en sangre periférica en 
los grupos experimentales en función de los días post infección (dpi).  
 
10 20 30
0
210 0 5
410 0 5
610 0 5
810 0 5
110 0 6
MLT 25 mg/kg/día
MLT 25 mg/kg/día
+ BZ 5 mg/kg/día
NT IP
BZ 5 mg/kg/día
dpi
T
ri
p
o
m
a
s
ti
g
o
te
s
/m
L
 
 
Figura 46. Parasitemia máxima alcanzada promedio (±DE).  
Se indica el recuento máximo promedio de tripomastigotes/mL de sangre periférica 
según los tratamientos. Distintas letras indican diferencias significativas (Kruskall-
Wallis; p˂0,05). 
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5.9.8.1.3  Carga parasitaria 
 
Al finalizar los 20 días consecutivos de tratamiento, el 50% (2/4) de los animales a los 
que se le administró la combinación de MLT y BZ presentaban parasitemia negativa, 
mientras que el 25% (1/4) de los que recibieron MLT como monodroga presentaron un 
resultado negativo al examen por microscopía óptica. Por su parte, y tal como era 
esperado, el 100% (4/4) de los animales tratados con 5 mg/kg/día de BZ presentaron 
tripomastigotes en circulación 
Se procedió entonces a la obtención de sangre periférica y posterior análisis de la 
carga parasitaria en sangre mediante qPCR. 
Los resultados indicaron que el tratamiento con dosis subterapéuticas de MLT o BZ, 
solos o combinados, no fue capaz de eliminar los parásitos presentes en circulación y 
por lo tanto las diferencias en la carga parasitaria estimada por qPCR no fueron 
significativas (Tabla 27, Figura 47). Además, no pudo establecerse un efecto 
relacionado a la combinación de ambos compuestos en este modelo in vivo. 
  
Tabla 27. Carga parasitaria estimada promedio (±DE) obtenida por qPCR en muestras 
de sangre. 
Modelo murino de infección aguda con cepa VD de T. cruzi al finalizar el tratamiento (dpi 28) 
con MLT solo o combinado con BZ a dosis subterapéuticas.  
NT= grupo infectado no tratado. 
 
Tratamiento n Dosis (mg/kg/día) Eq parasitarios / mL de sangre (±DE)  
MLT  4 25 
 
4.099 (±4.240)  
BZ  4 5 
 
2.856 (±2.275)  
MLT+ BZ  4 25 + 5 
 
1.553 (±2.154)  
NT  1  ---- 
 
163.734  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 47. Carga parasitaria estimada promedio (±DE) en sangre obtenida por qPCR 
al finalizar el tratamiento. 
Infección aguda con cepa VD de T. cruzi con MLT solo o combinado con BZ a dosis 
subterapéuticas. NT= grupo infectado no tratado. 
 
  
 Resultados 
149 
N
T
M
LT
 2
5 
m
g/
kg
/d
ía
BZ
 5
 m
g/
kg
/d
ía
M
LT
 2
5m
g/
kg
/d
ía
+B
Z 
5m
g/
kg
/d
ía
0
410 0 3
810 0 3
210 0 5
210 0 5
B
A
e
q
 p
a
ra
s
it
a
ri
o
s
 /
 m
L
 s
a
n
g
re
 
5.9.8.2 Determinación del sinergismo de suma in vivo 
 
Con el objetivo de determinar la existencia de sinergismo de suma con la combinación 
de MLT y BZ, se diseñó un ensayo utilizando ambos fármacos asociados en dosis que 
completen la dosis terapéutica del fármaco de referencia para este modelo, es decir, 
100 mg/kg/día de BZ. Por lo tanto, las dosis seleccionadas fueron 50 mg/kg/día de 
MLT y 50 mg/kg/día de BZ.  
 
5.9.8.2.1  Respuesta clínica 
 
El malestar observado en los ensayos previos en el momento de administrar MLT se 
repitió en estos ensayos, siendo una signología de breve duración y sin generar 
malestar o lesiones evidentes a largo plazo.  
Como se observa en la figura 48.A, se produjo una variación significativa de la 
ganancia de peso promedio a partir del día 13 post infección (6 días de tratamiento), 
ocurriendo una disminución relativa al peso inicial de entre 10 y 15% en los animales 
tratados con la combinación MLT y BZ, la cual luego fue revertida parcialmente hacia 
el fin del tratamiento, si bien el peso inicial no fue alcanzado.  
Por su parte, la variación de peso promedio en los animales tratados con BZ a 100 
mg/kg/día fue afectada positivamente, obteniendo una ganancia de peso durante el 
curso del tratamiento.  
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Los animales del grupo NT presentaron una disminución del peso corporal, de manera 
similar a los animales que recibieron MLT y BZ, lo cual fue reflejo del desmejoramiento 
clínico observado producto de la infección con T. cruzi. 
Respecto a la temperatura corporal promedio, los animales tratados con BZ, solo o 
combinado con MLT, mantuvieron los valores dentro del rango normal para la especie, 
mientras que los ratones infectados no tratados experimentaron una disminución de la 
temperatura corporal, siendo muy marcada en coincidencia con el pico de parasitemia 
(Figura 48.B). 
 
Figura 48. Efecto del tratamiento con MLT solo o combinado con BZ sobre el peso 
corporal y la temperatura de los ratones infectados.  
A) Variación del peso corporal (en porcentaje) de los ratones infectados durante la 
fase aguda de la infección con T. cruzi.  
El peso inicial (0% de variación) se indica con línea discontinua. 
B) Temperatura corporal (en grados Celsius) de los ratones infectados con T. cruzi.  
El rango de temperatura corporal normal en ratones (36,5-38°C) se indica con las líneas 
discontinuas. 
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5.9.8.2.2  Respuesta al tratamiento 
 
La infección experimental con la cepa VD de T. cruzi produjo altos niveles de 
parasitemia en los animales que no recibieron tratamiento. Por su parte, y tal como era 
esperado, la administración de BZ como monodroga a una dosis de 100 mg/kg/día 
produjo una reducción significativa de los días de parasitemia patente (DPP) y de los 
valores de parasitemia máxima alcanzados (Tabla 28). 
El tratamiento de BZ a la mitad de la dosis combinado con 50 mg/kg/día de MLT redujo 
los DPP y la parasitemia máxima alcanzada de manera significativamente menor 
respecto a los animales infectados no tratados, y sin diferencias significativas respecto 
a los animales tratados con la dosis completa de BZ (Figuras 49, 50). La supervivencia 
de los animales tratados con BZ solo o combinado con MLT fue del 100%. 
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Tabla 28. Parámetros parasitológicos obtenidos en un modelo murino de infección 
aguda con cepa VD de T. cruzi para los tratamientos con MLT combinada con BZ. 
NT= grupo infectado no tratado. Se indican los datos de dos ensayos independientes. 
 
Tratamiento n 
Dosis 
(mg/kg/día) 
 
Parasitemia 
patente 
(días) 
(±DE) 
 
 
Parasitemia 
máxima 
(tripomastigotes/mL) 
(±DE)  
Reducción 
de 
parasitemia 
máxima 
(%) 
Supervivencia 
(%) 
BZ 8 100 
 
1,00 
(±0,00) A 
 
 
2,17x104 
(±1,30x104) A  
94,31 A 8 / 8 (100) 
MLT + BZ  8 50 + 50 
1,30 
(±0,68) A 
3,63x104 
(±1,24x104) A 
90,49 A 8 / 8 (100) 
NT  12 ---- 
7,75 
(±0,87) B 
3,81x105 
(±1,64x105) B 
---- 0 / 12 (0) 
 
Figura 49. Curva de parasitemia durante el curso de la infección con T. cruzi.  
Se indica el recuento promedio (±DE) de tripomastigotes/mL de sangre periférica en 
los grupos experimentales en función de los días post infección (dpi).  
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Figura 50. Parasitemia máxima alcanzada promedio (±DE).  
Se indica el recuento máximo promedio de tripomastigotes/mL de sangre periférica 
según los tratamientos, MLT solo o combinado con BZ.  
Distintas letras indican diferencias significativas (Kruskall-Wallis; p˂0,05). 
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5.9.8.2.3  Cura parasitológica 
 
Luego de 20 días consecutivos de tratamiento, los animales que recibieron 100 
mg/kg/día de BZ ó 50 mg/kg/día de BZ junto con 50 mg/kg/día de MLT, presentaron 
parasitemia negativa por observación directa en microscopio óptico. 
A partir de ese momento, y durante los 10 días siguientes, todos los grupos 
experimentales se mantuvieron en observación. Luego, se realizaron parasitemias, 
que resultaron negativas en la totalidad de los animales, indistintamente del 
tratamiento administrado previamente.  
Se procedió entonces a iniciar el ciclo de inmunosupresión con ciclofosfamida (CYP; 
200 mg/kg/semana, ip) en todos los ratones.  
En el ensayo #1, los animales presentaron una mala condición clínica producto de la 
inmunosupresión por lo que sólo se administraron 2 ciclos de CYP y posteriormente, 
se realizó la eutanasia para evitar el estrés innecesario y preservar las muestras de 
sangre y tejidos, tal como fue establecido previamente. 
En el ensayo #2, la condición clínica de los animales durante la inmunosupresión no 
se vio afectada significativamente, por lo que se administraron los 4 ciclos de CYP 
preestablecidos. 
A lo largo del período de seguimiento, en el ensayo #1, se observó una reactivación de 
la parasitemia en 1 / 5 (20%) de los animales tratados con 100 mg/kg/día de BZ. En el 
ensayo #2, ningún animal presentó reactivación de la parasitemia, indistintamente del 
tratamiento administrado. 
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Finalmente, los animales fueron eutanasiados y se analizaron muestras de sangre, 
músculo esquelético y músculo cardíaco mediante qPCR para detectar la presencia de 
ADN de T. cruzi. Además, se extrajeron piezas de tejido muscular estriado esquelético 
y cardíaco para estudios histopatológicos. En la tabla 29 se indican los resultados de 
cura parasitológica obtenidos. 
 
Tabla 29. Cura parasitológica en los grupos tratados con BZ a 100 mg/kg/día ó BZ (50 
mg/kg/día) combinado con MLT (50 mg/kg/día).  
Se indican los datos de dos ensayos independientes. 
 
Tratamiento n 
Dosis 
(mg/kg/día) 
 
 
Reactivación 
parasitemia  
post-CYP 
 
(microscopía 
óptica) 
 
qPCR positivas 
 
 
Sangre 
Pre 
CYP 
 
Sangre 
Post 
CYP 
Músculo 
esquelético 
Músculo 
cardíaco 
 
BZ 
 
8 
 
100 
 
1 / 8 
 
2 / 8 
(2*) 
 
3 / 8 
(3*) 
 
5 / 8 
(1*) 
 
4 / 8 
(1*) 
 
MLT+ BZ  
 
8 
 
50 + 50  
 
0 / 8 
 
0 / 8 
 
1 / 8 
(1*) 
 
4 / 8 
(1*) 
 
3 / 8 
(2*) 
*ADN de T. cruzi detectable no cuantificable. CYP=ciclofosfamida. 
 
En ambas repeticiones del ensayo, los animales tratados inicialmente con MLT y BZ 
mantuvieron parasitemias negativas al finalizar el ciclo de inmunosupresión, mientras 
que un animal del grupo tratado con BZ 100 mg/kg/día presentó reactivación de la 
parasitemia en el ensayo #1. 
Posteriormente, el diagnóstico de qPCR en sangre indicó que 3 / 5 animales tratados 
con BZ 100 mg/kg/día del primer ensayo fueron positivos para ADN parasitario, 
mientras que en el segundo ensayo, 3 / 3 presentaron ADN detectable no 
cuantificable. En el caso de los animales tratados con la combinación de MLT y BZ, 
sólo uno presentó ADN parasitario detectable no cuantificable en la muestra de sangre 
posterior a la inmunosupresión (Figura 51). 
Tal como se indica en la tabla 29, en algunas muestras de músculo esquelético y de 
corazón pertenecientes a los grupos experimentales se detectó ADN parasitario en 
baja cantidad, por lo que no pudo ser cuantificable con la curva previamente 
establecida. La proporción de muestras positivas en músculo esquelético y cardíaca 
no fue estadísticamente significativa entre los grupos de tratamiento (Figura 52.A y 
52.B). 
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Figura 51. Carga parasitaria estimada en sangre obtenida por qPCR al finalizar el 
tratamiento. 
Infección aguda con cepa VD de T. cruzi con MLT solo o combinado con BZ en dosis 
sumatorias. NT= grupo infectado no tratado. 
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Figura 52. Carga parasitaria estimada en tejidos obtenida por qPCR al finalizar el 
tratamiento con BZ solo o combinado con MLT. 
A) Músculo esquelético. B) Músculo cardíaco. 
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5.9.8.2.4  Examen histopatológico 
 
En este ensayo, el grado de inflamación observado en músculo esquelético y músculo 
cardíaco no fue significativamente diferente entre los grupos de tratamiento. 
En ambos grupos experimentales, se observó un escaso infiltrado inflamatorio con 
puntajes asignados en un rango entre 0 a 3 para músculo esquelético, y entre 0 y 2 
para músculo cardíaco, sin diferencias significativas (Figuras 53.A y 53.B). 
Asimismo, en ninguna muestra analizada se observó la presencia de nidos de 
amastigotes intracelulares. 
 
 
Figura 53. Grado de inflamación en muestras de ratones infectados con T. cruzi.  
El puntaje más alto indica mayor extensión y severidad del infiltrado inflamatorio. Se 
representa el valor promedio (±DE). A) Músculo esquelético. B) Músculo cardíaco. 
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6. Discusión 
 
Durante el desarrollo de esta tesis doctoral, se seleccionaron fármacos aprobados 
para uso clínico y se evaluó su actividad sobre T. cruzi, utilizando diferentes modelos 
de infección in vitro e in vivo.  
Teniendo en cuenta la diversidad biológica intraespecífica, geno y fenotípica de T. 
cruzi (Zingales et al., 2014; Fortes Francisco, 2017), se emplearon tres cepas del 
parásito: VD  y Tulahuen (ambas UDT TcVI) y Dm28c/pLacZ (UDT TcI).  
Para los ensayos de actividad en modelos in vitro, se emplearon aquellos estadios 
parasitarios de relevancia en la patología, es decir tripomastigotes y amastigotes 
intracelulares.   
Por su parte, el sistema in vivo utilizado consistió en un modelo murino de infección 
aguda con las cepas VD ó Tulahuen de T. cruzi, los cuales exhibieron altos niveles de 
parasitemia y mortalidad en los animales infectados no tratados. 
 
6.1    Cribado primario 
 
El cribado primario fue considerado el punto de partida para la evaluación de los 
compuestos seleccionados. Para esta etapa, la concentración de 10 μM utilizada fue 
elegida en base a estudios previos de cribado de fármacos con métodos de alto 
rendimiento (Don y Ioset, 2014; Planer et al., 2014). 
Además, existen evidencias experimentales previas que sugieren que el efecto 
tripanocida de BZ ocurre a partir del rango de 3 a 6 μg/mL (11 a 23 μM) (Richle y 
Raaflaub, 1980), estableciendo un sentido biológico a la elección de la concentración 
seleccionada para el cribado primario de fármacos. 
Empleando una concentración fija del fármaco es posible descartar rápidamente 
candidatos con escasa actividad parasiticida. Sin embargo, bajo este criterio de 
cribado primario, algunos compuestos podrían resultar falsos negativos, descartando 
drogas activas contra T. cruzi menos potentes, pero igualmente eficaces a mayor 
concentración.  
Idealmente, los compuestos candidatos deberían presentar actividad tanto sobre 
tripomastigotes como sobre amastigotes, al igual que ocurre con NFX y BZ (Nwaka y 
Hudson, 2006; Buckner y Navabi, 2010). 
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De los cuarenta compuestos evaluados sobre la cepa VD de T. cruzi mediante el 
sistema de cribado de mediano rendimiento, sólo cinco (nitrofurantoína, mefloquina, 
anfotericina B, amlodipina e ivermectina) mostraron efecto sobre la viabilidad de los 
tripomastigotes. Esto podría deberse a que, al ser un estadio no replicativo, ciertas 
vías metabólicas relacionadas con la fisión binaria se encuentran inactivas y por lo 
tanto este estadio es menos sensible a aquellos compuestos que pudieran actuar 
sobre algún mecanismo implicado en la división celular. 
A diferencia de lo observado sobre la viabilidad del estadio tripomastigote, el desarrollo 
de los amastigotes fue inhibido por 19 compuestos evaluados, los cuales continuaron 
siendo estudiados en un cribado secundario, obteniendo la actividad sobre la inhibición 
del desarrollo de amastigotes y la citotoxicidad sobre las células hospedadoras. 
 
6.2    Cribado secundario y viabilidad celular 
 
De los diez y nueve compuestos que mostraron actividad parasiticida en el cribado 
primario, diez y ocho mostraron actividad inhibitoria sobre el desarrollo de los 
amastigotes dentro del rango de bajo micromolar.  
El haloperidol fue la única droga cuyos los resultados obtenidos en el cribado primario 
no pudieron ser repetidos, exhibiendo un efecto nulo sobre el desarrollo de T. cruzi, 
incluso a 160 μM. Dicha variabilidad podría ser explicada por características de 
fisicoquímicas del compuesto. Esta droga, estudiada anteriormente con resultados 
discordantes (Engel et al., 2010; Planer et al., 2014), debería ser evaluada en otro 
modelo in vitro riguroso para confirmar o descartar definitivamente su actividad.  
De los dieciocho compuestos restantes, once fueron reportados previamente como 
inhibidores del desarrollo de amastigotes de T. cruzi, evaluados con distintos métodos 
de cribado y empleando distintas cepas parasitarias: 
- Alopurinol (Berens et al., 1982; Nakajima-Shimada et al., 1996). 
- Anfotericina B (Buckner et al., 1996). 
- Artesunato (Olivera et al., 2015). 
- Dihidroartemisinina (Mishina et al., 2007). 
- Miltefosina (Croft et al., 1996). 
- Nitrofurantoína (Kaiser et al., 2015). 
- Voriconazol (Buckner, 2008). 
- Amlodipina, mefloquina, minociclina y pirimetamina (Planer et al., 2014) 
Por su parte, Reimão et al. (2010) obtuvieron una concentración lítica 50% (sobre 
tripomastigotes) para amlodipina en el rango bajo micromolar. 
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Si bien la comparación directa entre valores absolutos de IC50 obtenidos en distintos 
laboratorios con distintos métodos puede carecer de rigurosidad (Buckner, 2008), los 
reportes previos coinciden con los resultados obtenidos y sustentan la actividad de los 
compuestos sobre distintas cepas de T. cruzi. Además, estas concordancias 
contribuyen para validar el método de cribado de mediano rendimiento utilizado en 
este trabajo. 
Por otro lado, la actividad inhibitoria de artemether, atorvastatina, atovaquona, 
ivermectina, meclizina, nitazoxanida y trimetoprima sobre amastigotes de T. cruzi 
nunca había sido descripta hasta el momento. 
Tampoco hubo, hasta el momento y según nuestro conocimiento, reportes previos de 
la actividad de anfotericina B, mefloquina, ivermectina y nitrofurantoína sobre el 
estadio de tripomastigote de T. cruzi. 
Otras drogas evaluadas que presentaron actividad sobre la inhibición de amastigotes 
intracelulares in vitro quedaron descartadas para su evaluación in vivo debido a su 
baja potencia comparada con BZ o NFX, tal fue el caso de artemether, 
dihidroartemisinina, atorvastatina, atovaquona, nitrofurantoina y meclizina. 
Ninguno de los compuestos evaluados presentó efectos citotóxicos severos, siendo 
mefloquina la droga con menor índice de selectividad (IS=5), en coincidencia con 
reportes previos (Kaiser et al., 2015; Zulfiqar et al., 2017).  
El escaso efecto citotóxico de las drogas en estudio era esperado ya que, al tratarse 
de compuestos aprobados para uso clínico, han sido previamente estudiados desde el 
punto de vista toxicológico y de seguridad tanto in vitro como in vivo, en animales y en 
pacientes. Sin embargo, determinar la concentración citotóxica 50% (CC50) resultaba 
de relevancia para evitar falsos positivos, corroborando que el efecto del compuesto se 
debiera a la acción específica sobre T. cruzi y no sobre la célula hospedadora. 
En conclusión, el cribado primario demostró ser un método adecuado para determinar 
rápidamente la actividad de los compuestos candidatos sobre los estadios clínicos 
relevantes de T. cruzi. Por su parte, el cribado secundario permitió establecer la 
potencia de las drogas y, en simultáneo, estudiar la citotoxicidad sobre las células 
hospedadoras, permitiendo establecer un índice de seguridad que se relacione con la 
especificidad de acción y con la seguridad del compuesto. 
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6.3    Optimización del sistema de cribado de alto rendimiento con la 
cepa Dm28c/pLacZ y evaluación de compuestos reposicionados de 
la Pathogen Box 
 
Con el fin de establecer un modelo in vitro de infección con T. cruzi para el cribado de 
fármacos de alto rendimiento, se estandarizó y validó un método de cribado 
colorimétrico utilizando la cepa Dm28c/pLacZ. 
La cepa Dm28 fue originalmente aislada de una zarigüeya común (Didelphis 
marsupialis) en Carabobo, Venezuela y pertenece a la UDT TcI (Zingales et al., 2009), 
su genoma fue secuenciado (Grisard et al., 2014) y el comportamiento biológico in 
vitro e in vivo del clon “c” fue estudiado anteriormente (Contreras et al., 1988). 
La relación parásito : célula, los tiempos de interacción, revelado e incubación con el 
sustrato seleccionados para el sistema de cribado son similares a la mayor parte de 
los ensayos previamente establecidos (Buckner et al., 1996; Ciccarelli et al., 2012; 
Planer et al., 2014), y si bien existen diferencias metodológicas leves entre 
laboratorios, los resultados finales podrían ser más comparables entre sí y las 
variaciones entre los valores de IC50 obtenidos podrían explicarse por las diferencias 
de sensibilidad intraespecíficas del complejo T. cruzi. 
A partir de las diferentes condiciones experimentales evaluadas, la combinación 
seleccionada fue aquella con un MOI= 5, con 2 hs de interacción, revelado a los 4 dpi 
y lectura 4 hs después de agregado el sustrato. Esta combinación permite obtener un 
resultado en 5 días de trabajo experimental y si bien se requiere mayor cantidad de 
parásitos por pocillo, las diferencias entre los pocillos tratados y no tratados son 
amplias, permitiendo determinar el valor de IC50 con mayor precisión. 
El protocolo original (Buckner et al., 1996) fue levemente modificado. Previamente a la 
adición del sustrato, se realizó un lavado de los pocillos, removiendo el sobrenadante. 
Luego, se dispensó la solución de revelado en medio de cultivo (RPMI-1640) con 5% 
de SFB sin rojo fenol. Este paso intermedio evitaría las interferencias por la 
absorbancia de los compuestos coloreados en las lecturas colorimétricas (Buckner, 
2011). Además, este paso adicional permite eliminar los tripomastigotes que hubieran 
emergido de las células infectadas, lo que generaría una mayor cantidad de producto y 
una subestimación de la actividad del compuesto en evaluación. 
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En el sistema de cribado establecido, los valores obtenidos de IC50 sobre amastigotes 
intracelulares para las drogas de referencia, BZ y NFX, se encontraron en rangos de 
significancia biológica, con valores para BZ muy cercanos al reportado en un método 
de cribado de alto contenido sobre la cepa salvaje (sin transfectar). Asimismo,  el valor 
obtenido para NFX sobre la cepa Dm28c/pLacZ fue menor al de BZ y se encontró en 
el mismo orden de magnitud que el obtenido sobre la cepa Dm28c salvaje (Moraes et 
al., 2014). 
Por su parte, los valores obtenidos de LC50 sobre tripomastigotes para BZ y NFX 
fueron comparados con los calculados utilizando el método de recuento manual. Para 
BZ, las LC50 calculadas resultaron muy similares entre ambos métodos diagnósticos. 
En contraposición, la LC50 para NFX obtenida con el método estándar de recuento 
microscópico presentó una diferencia de casi 15 µM menos respecto al método 
colorimétrico. Esto podría deberse a que NFX es un compuesto naturalmente 
coloreado, lo que podría interferir en la lectura colorimétrica a la densidad óptica 
utilizada. 
A partir del método colorimétrico establecido, se continuó con el cribado de las drogas 
de referencia contenidas en la Pathogen Box. Esta biblioteca de compuestos fue 
obtenida gracias a la organización sin fines de lucro Medicines for Malaria Venture 
(MMV) (Suiza; http://www.pathogenbox.org/) que tiene como objetivo identificar nuevas 
drogas para enfermedades como tuberculosis, malaria, toxoplasmosis y dengue, entre 
otras.  
La caja consiste en 400 productos químicos sintéticos, la mayoría nuevos, que se 
seleccionaron inicialmente a partir de un conjunto de ~4 millones de compuestos 
debido a su baja toxicidad en células mamíferas y su actividad contra patógenos 
específicos (Mayer y Kronstad, 2017).  
Hasta el momento, se han publicado resultados del cribado in vitro de la Pathogen Box 
sobre Cryptococcus neoformans y Candida albicans (Mayer y Kronstad, 2017), 
Neospora caninum (Müller et al., 2017), Plasmodium falciparum y tripanosomátidos 
(Duffy et al., 2017). 
En este trabajo, de los 400 compuestos de la caja, se seleccionaron aquellas drogas 
pertenecientes al grupo de compuestos de referencia y aquellos compuestos con 
nombre trivial (n=40).   
En el cribado primario a una concentración fija de 10 μM, 16 drogas presentaron un 
%AR mayor a 60 sobre la inhibición del desarrollo de los amastigotes comparado con 
NFX y no presentaron efectos citotóxicos a nivel morfológico, por lo que continuaron 
siendo evaluadas en el cribado secundario, obteniendo la IC50 y la CC50, en ensayos 
en paralelo y simultáneos. 
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En este sistema colorimétrico de cribado de alto rendimiento, se pudo confirmar la 
actividad de nitazoxanida, posaconazol y miltefosina sobre la cepa Dm28c/pLacZ de T. 
cruzi perteneciente a UDT TcI. No obstante, anfotericina B fue descartada en el 
cribado primario ya que careció de la actividad obtenida sobre la cepa VD en el 
sistema de mediano rendimiento. Sería interesante investigar si estas diferencias se 
deben a la metodología empleada o a características parasitarias intra-específicas. 
Anteriormente, Duffy et al. (2017) reportaron la actividad anti-T. cruzi de mefloquina, 
primaquina, posaconazol, auranofina y buparvaquona en un cribado de alto 
rendimiento utilizando los compuestos de la Pathogen Box.  
Es notable el escaso índice de selectividad para auranofina, lo que coincide con los 
resultados obtenidos y por lo que debió ser descartada en el cribado primario. 
Además, en este trabajo también se informó la actividad de bitertanol y difenoconazol, 
pero los autores sugieren descartar su evaluación en modelos in vivo dado que ambos 
son inhibidores de la CYP51 de T. cruzi. 
Junto con la identificación de buparvaquona en este sistema de cribado, debe 
mencionarse la actividad de atovaquona descripta con el sistema de mediano 
rendimiento utilizando la cepa VD. Dada la actividad de estos compuestos sobre cepas 
de T. cruzi de distintas UDTs y evaluadas en diferentes modelos de cribado in vitro, se 
debería continuar con el estudio de derivados de naftoquinonas para el tratamiento de 
la enfermedad de Chagas (Duschak, 2011; Chatelain, 2015). 
Las demás drogas de referencia fueron reportadas por Duffy et al. (2017) como 
inactivas sobre amastigotes de T. cruzi en este modelo. Sin embargo, hubo otras 
drogas que resultaron activas en el cribado colorimétrico con la cepa Dm28c/pLacZ y 
que fueron descriptas anteriormente por otros autores. 
Clofazimina, un derivado lipofílico de riminofenazina con actividad antimicobacteriana y 
antiinflamatoria, es utilizada sola o en combinación con rifampicina o dapsona para el 
tratamiento de la lepra (Cholo et al., 2012).  
Además, se reportó su actividad sobre amastigotes de Leishmania donovani (Kaiser et 
al., 2015) y su actividad contra T. cruzi fue identificada a partir del reposicionamiento 
guiado mediante herramientas bioinformáticas y evaluada posteriormente in vitro e in 
vivo en modelos murinos de infección aguda y crónica, con resultados alentadores 
(Bellera et al., 2015; Sbaraglini et al., 2016). 
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Delamanid es otro fármaco desarrollado originalmente como antituberculoso. 
Posteriormente fue evaluado para el tratamiento de la Leishmaniasis Visceral en un 
modelo murino, obteniendo la esterilización parasitaria (S. Patterson et al., 2016). Su 
mecanismo de acción estaría relacionado con la inhibición de las nitroreductasas 
parasitarias de tipo II,  de manera diferente al nifurtimox o al fexinidazol (Wyllie et al., 
2016). Hasta el momento, su actividad anti-T. cruzi no ha sido reportada y se 
requerirían más estudios al respecto. 
Sitamaquina, una 8-aminoquinolina similar a primaquina, ha resultado activa sobre 
especies de Leishmania (Field et al., 2017). Por el momento, no existen otros trabajos 
que indiquen su efecto inhibitorio sobre T. cruzi. A pesar de la posibilidad de 
administración oral, lo cual la torna atractiva como candidata,  presenta serios efectos 
adversos como náuseas y vómitos, agranulocitosis o anemia aplásica y hemolisis en 
pacientes con deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (von Seidlein et al., 
2013). 
Zoxazolamina es un relajante muscular ya retirado del mercado (Kar, 2005) que 
presentó actividad moderada sobre la cepa Dm28c/pLacZ en el sistema de cribado 
colorimétrico. Uno de sus metabolitos activos, la clorzoxazona, fue descartado 
previamente en el cribaje primario de mediano rendimiento con la cepa VD. Hasta el 
momento, no existen antecedentes de la actividad de estas drogas sobre 
tripanosomátidos. Estos compuestos podrían ser evaluados bajo otro sistema de 
cribado riguroso para confirmar o descartar su actividad.  
El único antecedente previo de la actividad de isradipina sobre T. cruzi se describió 
sobre epimastigotes (Núñez-Vergara et al., 1998), mientras que otras dihidropiridinas 
como bepridil y benidipina han sido identificadas por su actividad sobre L. chagasi y T. 
cruzi (Reimão et al., 2010; Bellera et al., 2015;), y su mecanismo de acción 
posiblemente esté asociado con el bloqueo del calcio durante el proceso de invasión a 
los macrófagos (Misra et  al., 1991). 
La pentamidina es una diamidina aromática con acción antimicrobiana, utilizada para 
el tratamiento de la neumonía por Pneumocystis carinii. Además, es activa sobre T. 
brucei y la mayoría de las especies de Leishmania causantes de Leishmaniasis 
visceral, aunque su empleo como terapia de primera línea ha caído en desuso debido 
a su elevada toxicidad (Van Voorhis, 1990). El mecanismo de acción sobre 
tripanosomátidos permanece incierto, aunque posiblemente involucre la inhibición de 
la síntesis de poliaminas (Díaz et al., 2014) y su actividad sobre T. cruzi resulta 
discordante frente a los antecedentes previos.  
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Mientras que el tratamiento por vía intraperitoneal con 4 y 8 mg/kg/día de ratones 
infectados con la cepa Y de T. cruzi produjo disminución de la parasitemia, mayor 
supervivencia y menor inflamación y carga parasitaria en los tejidos (Díaz et al., 2014), 
la combinación con BZ reveló antagonismo in vitro e indiferencia in vivo (Seguel et al., 
2016). Sin embargo, la baja biodisponibilidad por vía oral y los efectos adversos hacen 
de este compuesto poco atractivo para continuar su evaluación como tal, no así sus 
derivados sintéticos con mejores propiedades farmacológicas, como las arilimidamidas 
(Soeiro et al., 2008; Batista et al., 2010). 
El reposicionamiento de agroquímicos también podría ser una estrategia para 
identificar más compuestos activos contra agentes etiológicos de enfermedades 
olvidadas. Algunas drogas anteriormente identificadas con actividad anti-T. cruzi 
fueron bitertanol y difenoconazol, mientras que el efecto de azoxistrobina fue reportado 
sobre T. brucei rhodesiense pero no sobre amastigotes de T. cruzi (Witschel et al., 
2012).  
El antihistamínico clemastina fue identificado por De Rycker et al. (2016) en un 
sistema de cribado de alto contenido y por Planer et al. en un sistema colorimétrico 
con la cepa Tulahuen/pLacZ. La IC50 de 0,453 μM obtenida en los ensayos con la cepa 
Dm28c/pLacZ es congruente con los valores previamente reportados (0,37 a 0,44 μM).  
En dicho trabajo, la evaluación de clemastina continuó en un modelo in vivo, y si bien 
no tuvo efecto tripanocida in vivo como monoterapia, la combinación con posaconazol 
suprimió la parasitemia en menor medida y la administración de clemastina dos veces 
al día junto con posaconazol fue levemente más eficaz que la administración de 
clemastina y posaconazol una vez al día (Planer et al., 2014). 
Finalmente, la actividad anti-T. cruzi del antidepresivo fluoxetina ha sido identificado en 
campañas de cribado previas con distintos métodos (Engel et al., 2010; Planer et al., 
2014). Hasta el momento, el único antecedente de su uso in vivo fue como inhibidor 
del comportamiento depresivo inducido por la infección con T. cruzi, pero sin efecto 
directo sobre la parasitemia (Vilar-Pereira et al., 2012). 
Respecto a la actividad citotóxica de los compuestos sobre las células hospedadoras 
se puede observar que algunos índices de selectividad no fueron tan amplios. Esto 
posiblemente se deba al efecto del DMSO que se utilizó para diluir los compuestos, tal 
como fue sugerido por el fabricante, y no debido a la acción directa de las drogas 
sobre las células mamíferas. De todos modos, y tal como se discutió anteriormente, al 
tratarse de drogas aprobadas para uso clínico, todos los estudios de seguridad y 
toxicidad fueron realizados previamente. 
 
  
 Discusión 
166 
La optimización y validación de un sistema colorimétrico para el cribado fenotípico de 
alto rendimiento permitió identificar compuestos con actividad anti-T. cruzi de manera 
rápida y automatizada, logrando establecer una plataforma de cribado in vitro que 
pueda ser aplicada al estudio de gran cantidad de compuestos reposicionados y 
sintetizados de novo. 
 
6.4  Evaluación in vivo de compuestos reposicionados: ivermectina, 
nitazoxanida y pirimetamina 
 
De las drogas candidatas que pasaron el cribado secundario satisfactoriamente (ver 
tablas 7 y 8), algunas fueron seleccionadas para continuar siendo evaluadas en un 
modelo murino de infección aguda estandarizado previamente (Gulin et al., 2018), en 
base a los criterios de selección establecidos principalmente por el uso extensivo y 
seguridad en la clínica.  
Por otro lado, a pesar que mefloquina, amlodipina, anfotericina B, minociclina, 
artesunato, alopurinol y trimetoprima presentaron muy buena actividad in vitro fueron 
descartadas para su evaluación ya que estudios previos mostraron actividad 
parasitostática, sin alcanzar la cura parasitológica o incluso inactividad sobre T. cruzi 
in vivo (Seah y Marsden, 1969; Kinnamon, et al., 1997; Grosso et al., 2010; Cencig et 
al. 2011; Planer et al., 2014; Olivera et al., 2015). Sin embargo, aunque estos 
fármacos no hayan sido considerados para esta etapa de evaluación, podrían ser 
tenidos en cuenta para ser estudiados en combinación con BZ o NFX. 
Para complementar estos resultados, sería interesante realizar estudios de 
farmacocinética para establecer si la actividad in vivo escasa o nula de estos 
compuestos activos in vitro se debe a características que impiden la llegada y 
concentración efectiva del principio activo en los sitios blanco de infección (sangre, 
corazón, músculo esquelético) y, mediante enfoques de química medicinal, realizar 
modificaciones de la molécula original para mejorar sus propiedades y con ello, la 
potencia. 
Ivermectina (IVM) fue considerada una droga candidata promisoria debido a su uso 
extensivo en la clínica como endectocida y por su amplio margen de seguridad 
(Õmura, 2008), sumado al efecto in vitro dual obtenido tanto en amastigotes como en 
tripomastigotes. Sin embargo, su actividad en tripanosomátidos se encontraba hasta el 
momento poco explorada.  
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Anteriormente, la IVM y análogos sintéticos fueron evaluados in vitro sobre 
amastigotes de Leishmania amasonensis (dos Santos et al., 2009). Además, su efecto 
tripanocida in vivo fue reportado en un modelo murino de infección con Trypanosoma 
brucei brucei (Udensi y Fagbenro-Beyioku, 2012). 
A pesar de los buenos resultados obtenidos sobre T. cruzi in vitro, la IVM fue inactiva 
para el tratamiento de la infección in vivo a la dosis de 0,4 mg/kg/día, mientras que la 
dosis más alta (2 mg/kg/día) redujo significativamente la parasitemia, pero produjo un 
efecto de toxicidad neurológica causando la muerte de los animales tratados.  
La IVM es una lactona macrocíclica que tiene un amplio volumen de distribución y 
afinidad por los tejidos grasos y el cerebro en todas las especies (González-Canga et 
al., 2009). Atraviesa la barrera hematoencefálica y la bomba de eflujo transmembrana 
glicoproteína P (P-gp) es la encargada de eliminarla mediante transporte activo.  
Los efectos neurológicos observados resultaron similares a los descriptos en los 
ratones deficientes en mdr1a (el gen que codifica para P-gp) (Schinkel et al., 1994), y 
si bien los ratones BALB/c sin modificaciones genéticas son capaces de eliminar IVM, 
la administración diaria del compuesto pudo haber provocado la saturación de las 
bombas de eflujo, causando los trastornos neurológicos mencionados. Estos efectos 
tóxicos fueron parcialmente revertidos al retirar la IVM, tal como se observó en el 
tratamiento combinado con BZ.  
Finalmente, sería necesario estudiar más en profundidad la farmacocinética de IVM 
para establecer las dosis y regímenes posológicos adecuados (por ejemplo, 
administración intermitente) que podrían establecerse para el tratamiento de la 
infección experimental con T. cruzi en combinación con BZ o NFX.  
De igual manera, y a partir de los resultados obtenidos en el cribado in vitro, 
nitazoxanida (NTZ) emergió como un compuesto candidato, dado su amplio margen 
de seguridad y uso frecuente en pediatría, debido a la disponibilidad de una 
formulación líquida y a la palatabilidad apta para administración oral.  
NTZ es un tiazólido de amplio espectro, activo sobre parásitos cestodes y protozoarios 
patógenos de humanos y animales. Posee también acción sobre bacterias anaerobias 
y microaerófilas, además ser activo sobre el virus de la hepatitis C (Hemphill et al., 
2006).  
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El efecto de NTZ sobre tripanosomátidos fue investigado previamente. La actividad 
sobre Leishmania donovani fue estudiada sobre promastigotes in vitro y en un modelo 
murino, donde el tratamiento con 200 y 400 mg/kg/día durante 10 días disminuyó la 
carga parasitaria en hígado y bazo significativamente (Zhang et al., 2010). Además, se 
reportó la existencia de sinergismo aditivo en la combinación in vitro de NTZ con 
anfotericina B, miltefosina, sitamaquina y antimoniato de meglumina (Mesquita et al., 
2014).  
Sin embargo, los únicos antecedente previos reportados de la actividad de NTZ sobre 
anti-T. cruzi fueron realizados en epimastigotes (Chan-Bacab et al., 2009; Navarrete-
Vazquez et al., 2011). 
A partir de la actividad in vitro exhibida sobre amastigotes, el ensayo en modelo animal 
para evaluar la actividad de NTZ contaban con evidencia suficiente. No obstante, los 
resultados obtenidos en el modelo murino de infección con la cepa VD de T. cruzi no 
fueron los esperados.  
El tratamiento con 200 mg/kg/día de NTZ no fue capaz de controlar la infección y de 
evitar la mortalidad, e incluso, los valores de parasitemia máxima alcanzada fueron 
significativamente mayores que en el grupo infectado no tratado.  
Durante el desarrollo experimental de este ensayo, Valle-Reyes et al.,, publicaron su 
experiencia, describiendo un aumento de la parasitemia y los parámetros asociados, 
lesiones histológicas en corazón, músculo esquelético y pulmones más severas y 
mayor mortalidad en los ratones tratados con 100 mg/kg/día de NTZ que en el grupo 
de animales infectados no tratados (Valle-Reyes et al., 2017). 
La publicación de estos resultados, no exitosos o inesperados, sin embargo tiene el 
valor de comunicar a la comunidad científica los hallazgos obtenidos, evitando la 
repetición de ensayos, disminuyendo costos, tiempo y utilización innecesaria de 
animales, además de reducir el sesgo de publicación, dado por la aceptación de 
publicaciones que sólo informan resultados positivos o que confirman la hipótesis de 
trabajo (Sena et al., 2010; Matosin et al., 2014).  
Estos resultados además descartan a NTZ como candidata para el tratamiento de la 
enfermedad de Chagas ya que nuestra experiencia utilizando el doble de la dosis 
previamente reportada confirma la ausencia de efecto parasiticida, e incluso podrían 
alertar sobre riesgos potenciales del uso de NTZ en pacientes infectados con T. cruzi.  
De las drogas de referencia utilizadas para el tratamiento de la toxoplasmosis, se 
evaluaron azitromocina, atovaquona (ATVQ), sulfadiazina, sulfametoxazol, 
paromomicina, trimetoprima (TMP) y pirimetamina (PYR). 
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Además de la obvia relación entre los tripanosomátidos T. cruzi, T, brucei y 
Leishmania spp., Toxoplasma gondii es un protozoario emparentado tanto de manera 
filogenética como por las características comunes entre la enfermedad de Chagas y la 
Toxoplasmosis: ambas son enfermedades desatendidas, de curso agudo y crónico, 
invalidantes y con la posibilidad de infectar por vía congénita, dañando severamente a 
los neonatos. Asimismo, los tripanosomátidos y T. gondii comparten algunas vías 
metabólicas comunes, resultando potenciales blancos terapéuticos. 
Si bien ninguna de las siete drogas estudiadas presentó actividad sobre el estadio de 
tripomastigote, TMP, ATVQ y PYR superaron el 60% de AR respecto al NFX sobre el 
desarrollo de los amastigotes y los valores de IC50 obtenidos posteriormente fueron de 
8,629; 6,636 y 0,6766 μM, respectivamente. Debido a su mayor potencia, su alto 
índice de selectividad in vitro y al amplio margen de seguridad exhibido en el uso 
clínico, PYR fue considerada como la droga candidata más interesante. 
PYR es una droga con actividad antimalárica, posteriormente reorientada para el 
tratamiento de la toxoplasmosis aguda en combinación con sulfadiazina. Su 
mecanismo de acción consiste en la inhibición de la enzima dihidrofolato reductasa, 
implicada en la biosíntesis de ácido fólico (Antczak  et al.,  2016). Estudios previos ya 
han reportado la actividad anti-T. cruzi de trimetrexato, otra droga antifolato sobre los 
estadios tripomastigote y amastigote, en el rango bajo micromolar (Senkovich et al., 
2005). 
Planer y col. por su parte indicaron recientemente una IC50 para PYR de 3,8 μM sobre 
amastigotes de la cepa Tulahuen/pLacZ en un sistema de cribado de alto rendimiento. 
Sin embargo, los estudios in vivo habían quedado pendientes hasta el momento.  
Considerando los antecedentes de las drogas antifolato sobre T. cruzi y los resultados 
obtenidos en el sistema de cribado in vitro con la cepa VD, la evaluación de PYR en un 
modelo murino de infección aguda se encontraba debidamente fundamentada. 
Sin antecedentes previos del uso de PYR para el tratamiento in vivo de la infección por 
T. cruzi, la dosis de 50 mg/kg/día fue seleccionada a partir de estudios de infección 
con T. gondii, los cuales indicaban que una dosis igual o mayor a 25 mg/kg/día en el 
alimento permitían alcanzar una concentración de PYR sérica igual o mayor a 2 μM, 
negativizando los recuentos de parásitos en líquido peritoneal y evitando la mortalidad 
(Weiss et al., 1992). 
Sin embargo, en el modelo murino de infección aguda con T. cruzi utilizado, la 
administración de 50 mg/kg/día de PYR no impidió el desarrollo de la infección, 
resultando en altos niveles de parasitemia y de mortalidad acumulada, sin diferencias 
con el grupo de animales infectados no tratados.  
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Dada el amplio margen de seguridad de PYR, quedaría pendiente establecer si la 
actividad anti-T. cruzi es dependiente de la concentración y si la actividad puede ser 
mejorada aumentando la dosis. 
 
6.5    Evaluación de la actividad anti-T. cruzi de voriconazol in vitro e in 
vivo 
 
El voriconazol (VCZ) fue seleccionado como un candidato promisorio debido a 
estudios previos in vitro y en modelos murinos realizados con azoles relacionados 
tales como posaconazol (Molina et al., 2000), ravuconazol (Urbina et al.,  2003) y 
albaconazol (Guedes et al., 2004). Hasta el momento, una única referencia daba 
cuenta de la actividad in vitro del VCZ (Buckner, 2008) y su efecto anti- T. cruzi no 
había sido evaluado in vivo. 
El VCZ fue estudiado inicialmente en dos modelos de infección in vitro utilizando las 
cepas Tulahuen y VD de T. cruzi, ambas UDT TcVI. En dichos modelos, el VCZ 
presentó un efecto nulo sobre tripomastigotes y una muy buena actividad sobre la 
inhibición del desarrollo de amastigotes, con valores similares al reportado por 
Buckner (2008) sobre la cepa Tulahuen. 
Sin embargo, fue notoria la presencia de tripomastigotes en el sobrenadante, incluso 
en aquellos pocillos tratados con las concentraciones más altas, sugiriendo un 
agonismo incompleto del compuesto.  
Incluso, el efecto inhibitorio sobre el desarrollo de amastigotes podría estar siendo 
sobrestimado debido a la metodología empleada, dado que podría estar sucediendo 
un arresto del desarrollo de los amastigotes intracelulares pero no la lisis de los 
mismos, manteniéndose una infección persistente mientras la droga se encuentra 
presente. 
Este efecto parasitostático coincide con estudios previos de cribado in vitro, donde se 
estudiaron azoles similares. Tanto en sistemas de cribado de alto contenido como de 
alto contenido colorimétricos con cepa Tulahuen/pLacZ se estableció la acción 
parasitostática del posaconazol (De Rycker et al., 2012; Moraes et al., 2014) 
manteniendo la viabilidad e infectividad de aquellos amastigotes intracelulares 
remanentes.  
Por otro lado, el tratamiento con VCZ no produjo ningún efecto deletéreo sobre las 
células eucariotas, sugiriendo una alta especificidad de la molécula blanco, en este 
caso, inhibiendo la síntesis del ergosterol a través del bloqueo de la esterol 14α-
demetilasa de la familia del citocromo P450 (CYP51)  (Buckner y Urbina, 2012).  
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Sin embargo, la esterol 14α-demetilasa fúngica comparte menos del 30% de la 
secuencia de aminoácidos con el ortólogo de CYP51 de T. cruzi, lo que podría estar 
relacionado con la falta de potencia de los azoles para alcanzar un efecto tripanocida 
(Lepesheva y Waterman, 2011) 
Posteriormente, el VCZ fue estudiado en un modelo murino de infección aguda con T. 
cruzi (cepa Tulahuen). El tratamiento fue bien tolerado por los ratones, con pocos 
efectos adversos observados y con mantenimiento del peso corporal una vez 
superado el pico de parasitemia.  
El tratamiento con VCZ redujo significativamente la parasitemia comparada con los 
ratones del grupo NT. Además, se observó un aumento significativo de la esperanza 
de vida y una disminución de la mortalidad en los ratones tratados con VCZ en 
comparación con los ratones infectados no tratados.  
El análisis histopatológico muestra que VCZ fue capaz de disminuir la proporción de 
ratones con nidos de parásitos presentes en corazón y músculo esquelético. Los 
resultados también sugieren que VCZ fue moderadamente efectivo para reducir la 
inflamación del miocardio, pero no logró disminuir el infiltrado inflamatorio en músculo 
esquelético.  
Estudios in vivo posteriores empleando herramientas de bioluminiscencia demostraron 
la reactivación de la parasitemia en animales tratados con posaconazol tanto durante 
la fase aguda como en la fase crónica de la infección (Fortes Francisco et al., 2015), 
sugiriendo un comportamiento similar al observado con VCZ en este modelo 
empleado.  
Considerando que la terapia combinatoria es un enfoque prometedor que podría 
aumentar la actividad del tratamiento al actuar sobre múltiples blancos moleculares, 
reduciendo la intensidad e incidencia de las reacciones adversas dosis-dependientes y 
minimizando el riesgo de una eventual emergencia de resistencia a los fármacos 
actualmente en uso, evaluamos el efecto anti-T. cruzi obtenido con la combinación 
entre VCZ y BZ.  
Los ensayos in vitro sugirieron un efecto sinérgico entre VCZ y BZ, sobre la inhibición 
del desarrollo de amastigotes intracelulares empleando la cepa Tulahuen. Si bien la 
actividad anti-T. cruzi de otros inhibidores de la síntesis de ergosterol se encuentra 
ampliamente documentada, el efecto in vitro de la combinación con alguna de las 
drogas de referencia cuenta con escasos antecedentes. Anteriormente, se reportó el 
efecto sinérgico entre lovastatina y ketoconazol ó terbinafina (otros inhibidores de la 
esterol 14α-demetilasa) tanto in vitro como en un modelo murino de infección aguda 
(Urbina et al., 1993). 
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A partir de estos resultados, se evaluó la actividad in vivo del tratamiento con dosis 
subóptimas de VCZ y BZ administradas separadas o de forma concomitante durante 
un período de 20 días.  
En esta oportunidad, se administraron dosis más bajas tanto de VCZ como de BZ con 
el objetivo de aumentar la parasitemia y las tasas de mortalidad en los grupos que 
recibieron un tratamiento único para que se pudiera observar la sinergia, si estuviera 
presente.  
En nuestro modelo murino, el tratamiento con VCZ y BZ fue bien tolerado con pocos 
eventos adversos observados. Sin embargo, todos los animales tratados (excepto los 
que recibieron solo 5 mg/kg/día de BZ) perdieron peso y no pudieron mantener una 
temperatura corporal estable durante la mayor parte del estudio. A pesar que BZ y 
VCZ no se asocian comúnmente con la pérdida de peso en humanos, algunos 
pacientes tratados han informado sentir mareos y cefaleas (Purkins et al.,  2003), lo 
que tal vez podría manifestarse como anorexia y disfunción termorreguladora posterior 
en los ratones.  
De acuerdo con la experiencia anterior (Gulin et al., 2013), el tratamiento de ratones 
infectados con T. cruzi con VCZ o BZ como monoterapia redujo significativamente la 
parasitemia máxima alcanzada, aumentó la esperanza de vida y disminuyó la 
mortalidad en comparación con los sujetos con NT, pero no proporcionó la cura 
parasitológica. En este estudio, la adición de VCZ a dosis bajas de BZ no produjo 
beneficios adicionales, ya que no se observaron mejoras estadísticamente 
significativas entre los ratones que recibieron BZ solo comparado con el tratamiento 
combinado. 
Las dosis para estos ensayos fueron cuidadosamente elegidas para evaluar los 
efectos de la terapia de combinación. En nuestro trabajo anterior (Gulin et al., 2013), el 
tratamiento con 40 mg/kg/día de VCZ produjo una reducción del 81% en la parasitemia 
pico y una tasa de supervivencia del 75% en los ratones infectados con T. cruzi.  
En un ensayo previo utilizando terapia combinatoria, 14 de 15 ratones infectados con 
tripomastigotes de la cepa Y que recibieron 50 mg/kg/día de BZ sobrevivieron y 11 de 
15 muestras de sangre resultaron negativas para hemocultivo, a pesar de recibir el 
50% de la dosis estándar de BZ para ratones (Batista et al., 2011). 
Dado que la cepa Y presenta una mayor resistencia al BZ y es más virulenta que la 
cepa Tulahuen (Neal y van Bueren, 1988), 50 mg/kg/día sería probablemente una 
dosis curativa o negativizaría la parasitemia rápidamente en el modelo murino 
establecido. Por lo tanto, se eligieron las dosis de 5 y 25 mg/kg/día de BZ.  
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Estas concentraciones más bajas, particularmente 5 mg/kg/día, permitieron un 
aumento de los valores de parasitemia máxima, permitiendo el examen de la potencial 
sinergia del fármaco con VCZ. Este resultado respalda el uso de una dosis de 5 
mg/kg/día de BZ en modelos animales infectados con cepas de T. cruzi susceptibles a 
BZ cuando se evalúan los potenciales efectos de las combinaciones de fármacos 
sobre la parasitemia. Sin embargo, incluso con 5 mg/kg/día de BZ, todavía se logró el 
100% de supervivencia en los animales, por lo que se necesitarían incluso dosis más 
bajas para evaluar el efecto de la terapia de combinación sobre la mortalidad. 
La terapia antifúngica y antiparasitaria combinada se ha propuesto como una forma de 
superar las limitaciones del tratamiento con azoles al tiempo que permitiría disminuir 
las dosis de BZ. Si bien algunos estudios en animales han tenido éxito en demostrar 
una relación sinérgica cuando se coadministran (Araújo et al., 2000; Batista et al., 
2011; Diniz et al., 2013), los resultados presentados en este estudio arrojan dudas 
sobre la verdadera eficacia anti-T. cruzi de la combinatoria entre azoles y BZ. 
Aunque los triazoles antifúngicos fueron agentes quimioterapéuticos prometedores 
para el tratamiento de la enfermedad de Chagas tanto en modelos preclínicos in vitro 
como in vivo, los resultados obtenidos en ensayos clínicos no han podido obtener una 
respuesta clínica satisfactoria (Molina et al., 2014; Chatelain, 2017;  Torrico et al., 
2018). 
 
6.6    Evaluación de la actividad anti-T. cruzi de miltefosina in vitro e in 
vivo 
 
La miltefosina (MLT) o hexadecilfosfocolina es un compuesto análogo a 
lipofosfolípidos, que consiste en ésteres de fosfocolina de alcoholes alifáticos de 
cadena larga.  
La MLT fue desarrollada manera simultánea e independiente como agente 
antineoplásico y antiprotozooario (Dorlo et al., 2012). Sin embargo, su empleo para el 
tratamiento de metástasis de tumores mamarios y otros tumores sólidos fue 
discontinuado debido a los efectos adversos producidos a nivel gastrointestinal.  
Posteriormente, y a partir de los estudios in vitro e in vivo realizados (Sindermann y 
Engel, 2006) sumado a la información disponible de los ensayos clínicos previos, MLT 
fue reposicionada para el tratamiento de Leishmaniasis.  
Desde su registro en 2002, MLT es el único fármaco disponible hasta el momento para 
el tratamiento de Leishmaniasis Visceral y Cutánea por vía oral (Croft y Engel, 2006).  
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Su uso se encuentra ampliamente difundido y existen datos suficientes que avalan su 
empleo en pacientes pediátricos y co-infectados con VIH (Dorlo et al., 2012; Soto y 
Soto, 2006). 
La actividad de MLT y otros alquil-lipofosfolípidos sobre T. cruzi ha sido previamente 
documentada (Croft et al., 1996; Luna et al., 2009).  
En los modelos in vitro empleados pudo confirmarse el efecto de MLT sobre 
amastigotes de la cepa VD y Dm28c/pLacZ, mientras que la baja actividad obtenida 
sobre tripomastigotes coincidió con lo reportado anteriormente (Croft et al., 1996; 
Santa-Rita et al., 2000). 
Por su parte, el índice de selectividad obtenido fue alto, sugiriendo una especificidad 
en el mecanismo de acción, sin afectar a la célula hospedadora. 
Desde un punto de vista funcional, MLT es considerada un inhibidor de Akt o proteína 
quinasa B (PKB), la cual cumple un papel fundamental dentro de la cascada de 
señalización intracelular involucrada en la viabilidad celular (Dorlo et al., 2012). 
Sin embargo, el mecanismo de acción relacionado con la actividad anti-protozoaria 
aún no se encuentra debidamente aclarado. Algunas evidencias sugieren un efecto 
inhibitorio en la síntesis de fosfatidilcolina y esfingomielina, cuya vía metabólica en 
tripanosomátidos es distinta en células mamíferas, lo que desencadenaría fenómenos 
de apoptosis (Maya et al., 2007; Apt, 2010).  
A partir de estudios en promastigotes de Leishmania panamensis, también se sugirió 
como mecanismo de acción la inhibición dosis-dependiente de la enzima citocromo c 
oxidasa mitocondrial, alterando la membrana plasmática de dicha organela. Además, 
estudios de infección in vitro e in vivo con Leishmania spp. reportaron efectos 
inmunoestimulantes que podrían contribuir positivamente con la acción antiparasitaria 
(Dorlo et al., 2012; Ghosh et al., 2013).  
Por su parte, el mecanismo de acción de MLT sobre T. cruzi, estaría relacionado con 
la inhibición de la síntesis de novo de fosfatidilcolina y la inhibición de la fosfolipasa C 
(Lira et al., 2001).   
Sustentado entonces por los antecedentes de actividad in vitro sobre T. cruzi y los 
resultados obtenidos, MLT surgió como un candidato factible para continuar con su 
evaluación en un modelo murino de infección aguda con T. cruzi. 
Hasta el momento, dos trabajos han evaluado la actividad de la MLT en un modelo in 
vivo. Croft et al. evaluaron cuatro alquil-lisofosfolípidos (MLT, ilmofosina, edelfosina y 
SRI 62-834) administrados por vía oral durante 5 días a una dosis máxima de 30 
mg/kg/día en ratones BALB/c infectados con cepas Y y Tulahuen. El tratamiento con 
MLT suprimió la parasitemia transitoriamente y previno la mortalidad de los animales 
sin alcanzar un efecto curativo (Croft et al., 1996).  
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En un trabajo más reciente, Saraiva et al. infectaron machos BALB/c con 1x105 
tripomastigotes metacíclicos de la cepa Y de T. cruzi por vía intraperitoneal (Saraiva et 
al., 2002). En el mismo momento se inició un tratamiento con 25 mg/kg/día de MLT 
durante 20 días. La cura parasitológica establecida fue observación directa de sangre 
a los 120 dpi y cultivo de bazo durante 15 días. Bajo estos criterios, reportaron la 
esterilización parasitaria en la totalidad de los animales tratados con MLT. 
Para confirmar estos resultados, se decidió estudiar la actividad de la MLT en un 
modelo animal de infección con la cepa VD de T. cruzi previamente estandarizado 
(Gulin et al., 2018), utilizando los criterios de evaluación in vivo basados en las 
recomendaciones actuales (Romanha et al., 2010). 
En general, y pese a un malestar transitorio al momento de la administración del 
compuesto, el tratamiento fue bien tolerado por los animales. Sin embargo, se 
evidenció pérdida de peso y pelaje hirsuto. Esta condición clínica coincidió con lo 
reportado previamente (Saraiva et al., 2002). La pérdida de peso corporal obtenida 
podría deberse al malestar gastrointestinal generado por MLT, dado que es un efecto 
adverso ampliamente reportado en estudios clínicos (Kip et al., 2018) 
De manera similar a lo descrito por Saraiva et al. (2002), la parasitemia a lo largo de la 
fase aguda de infección no pudo ser suprimida con una dosis de 25 mg/kg/día. Sin 
embargo, en el modelo de infección con la cepa VD, los días de parasitemia patente y 
los valores de parasitemia máxima se redujeron de manera dosis dependiente e 
incluso la administración de 100 mg/kg/día de MLT fue capaz de disminuir la 
circulación de tripomastigotes sanguíneos a niveles indetectables mediante 
microscopía óptica. 
En ratones, la MLT se absorbe lenta pero ampliamente por vía oral y se acumula 
principalmente en riñones, hígado y pulmones (Breiser et al., 1987).  Estudios de 
farmacocinética clínica a su vez indicaron que, debido a su vida media prolongada, 
MLT es acumulada durante el tratamiento alcanzando las  concentraciones de estadio 
estacionario en la última semana del período de 28 días de tratamiento (Kip et al., 
2018). 
Diez días después de finalizar el tratamiento, los animales presentaron parasitemia 
negativa indistintamente de la dosis de MLT recibida. Esto podría deberse en parte a 
la extensa distribución de la droga en el organismo y a la lenta tasa de aclaramiento. 
Si bien la droga no logró producir la esterilización parasitaria, pudo mantener la carga 
de amastigotes en niveles bajos, que luego fueron reactivados por la inducción 
farmacológica de un estado de inmunosupresión con ciclofosfamida.  
 
  
 Discusión 
176 
La menor proporción de animales tratados con MLT que presentaron nidos de 
amastigotes en miocardio y en músculo esquelético puede también explicarse por la 
extensa distribución de MLT en dichos tejidos, tal como se documentó previamente en 
ratón y en rata (Breiser et al., 1987; Marschner et al., 1992).  
Sin embargo, dada la incapacidad de MLT de alcanzar la cura parasitológica completa 
en este modelo de infección, se deberían estudiar distintos regímenes posológicos, de 
mayor duración o en combinación con fármacos de referencia, junto con de estudios 
de farmacocinética preclínica en animales infectados con T. cruzi que permitan 
relacionar la respuesta parasiticida con la exposición al fármaco en sangre y tejidos 
blancos, complementando los ensayos de actividad. 
La falla en la cura parasitológica también fue detectada en los animales tratados con 
BZ y con NFX. Estos resultados coinciden con lo observado anteriormente en ratones 
infectados con la cepa VD (Gulin et al., 2018), y con otras cepas de la misma UDT que 
suelen clasificarse como sensibles al BZ.  
Las tasas de curación descritas en la literatura son muy variables según la cepa de T. 
cruzi o el modelo animal empleado, así como los criterios de curación aplicados en 
cada estudio.  
Es así que mientras ratones C3H machos infectados con cepa de RA y tratados con 
BZ durante 20 días presentaron un 50% de curación parasitológica (Fernández et al., 
2010), ensayos con cepa Tulahuen reportaron tasas de curación de 0 a 100% (Cencig 
et al., 2012; Keenan et al., 2013) sugiriendo que la correlación entre UDT y 
sensibilidad a los fármacos de referencia no es particularmente fuerte. 
De manera similar a nuestros resultados, el tratamiento con BZ redujo la parasitemia y 
otros parámetros asociados sin lograr la curación parasitológica en ninguno de los 
ratones infectados con aislados obtenidos de pacientes pediátricos del Valle de 
Jequitinhonha (Minas Gerais, Brasil) (Oliveira-Silva et al., 2015). 
Finalmente, la actividad de MLT podría evaluarse de manera más precisa en un 
modelo in vivo infectado con alguna cepa de T. cruzi bioluminiscente con el fin de 
monitorear el curso de la infección y la respuesta al tratamiento en tiempo real, 
determinando de manera más precisa el lugar donde se acantonan la mayor cantidad 
de nidos de amastigotes y estableciendo fehacientemente si la MLT posee una 
actividad parasitostática o parasiticida. 
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El efecto de la MLT sobre Leishmania spp. también fue estudiado en combinación con 
las drogas de referencia o con compuestos reposicionados, tales como 
antirretrovirales. En estos trabajos, se reportó la existencia de sinergismo de adición in 
vitro entre MLT y estibogluconato de sodio y sinergismo de potenciación in vivo del 
efecto parasiticida asociando MLT con paromomicina y MLT con anfotericina B (Seifert 
y Croft, 2006). 
Por su parte, Costa et al. (2016) reportaron el efecto parasiticida de efavirenz sobre L. 
infantum y una disminución de la IC50 obtenida adicionando MLT (Costa et al.,2016). 
En referencia a la acción combinada entre MLT y otros compuestos sobre la viabilidad 
de T. cruzi, el único antecedente previo describió un efecto sinérgico de la 
combinación entre varios alquilfosfolípidos y ketoconazol, tanto sobre tripomastigotes 
como sobre amastigotes intracelulares (Santa-Rita et al., 2005). 
En base a estas experiencias, se propuso estudiar por primera vez el efecto anti-T. 
cruzi de MLT en combinación con BZ. La combinación in vitro de estos fármacos 
presentó sinergismo sobre la viabilidad de tripomastigotes, mientras que el efecto 
sobre los amastigotes intracelulares fue aditivo. Si bien la asociación entre estos dos 
fármacos para la infección experimental de T. cruzi no cuenta con antecedentes 
previos, anteriormente se ha reportado el efecto sinérgico in vitro de MLT y 
paromomicina sobre Leishmania amazonensis y L. chagasi (de Morais-Texeira et al.,  
2013), además de aditividad con nitazoxanida sobre el desarrollo de amastigotes de L. 
chagasi in vitro (Mesquita et al., 2014) 
A partir de los resultados in vitro, se continuó con la evaluación del efecto combinado 
entre MLT y BZ sobre un modelo murino de infección aguda con T. cruzi.  
La combinación in vivo entre MLT y BZ a dosis subterapéuticas no pudo lograr un 
efecto diferente al obtenido con las drogas por separadas, si bien disminuyó la carga 
parasitaria en sangre y evitó la mortalidad en todos los ratones tratados.  
En el siguiente ensayo se propuso estudiar la combinación del MLT y BZ a dosis que 
completaran la dosis terapéutica del BZ. La administración de MLT combinado BZ 
produjo la negativización de la parasitemia en los animales y no se observaron 
diferencias en la parasitemia y los parámetros relacionados respecto a los tratados con 
100 mg/kg/día de BZ. 
Posteriormente, la inducción de inmunosupresión con ciclofosfamida no produjo la 
reactivación de la parasitemia en el grupo tratado con la combinación MLT y BZ, no así 
en los animales tratados únicamente con BZ, detectando 1 animal con tripomastigotes 
sanguíneos por microscopía óptica y 3 animales con ADN parasitario detectable no 
cuantificable mediante qPCR. 
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La qPCR en tejidos blanco como músculo esquelético y miocardio arrojaron resultados 
dispares en ambos grupos experimentales, con detección de ADN parasitaria en baja 
caja carga o incluso no cuantificable.  
Estos resultados podrían entonces cuestionar a la PCR como método para establecer 
la cura parasitológica en casos donde no se detecta ADN de T. cruzi en sangre. En 
ratones experimentalmente infectados y tratados con BZ, considerados curados 
mediante distintos métodos, se reportó la presencia de ADN residual en tejidos y 
células fagocíticas (Guarner et al., 2001; Martins et al., 2008) lo que indicaría 
presencia de parásitos no viables o incluso contaminación cruzada con ADN 
parasitario.  
Para establecer la cura parasitológica en estos animales se podría emplear la reacción 
en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) con el fin de detectar 
ARNm parasitario y con ello, la viabilidad de los amastigotes intracelulares.  
La confirmación de estos resultados podría resultar alentadora, desde el punto de vista 
de la identificación de estrategias de terapia combinatoria, que mantengan la eficacia 
del tratamiento parasiticida al tiempo que disminuyan los efectos adversos 
dependientes de la dosis. Hasta el momento, no se ha descripto una especie animal 
de experimentación que pueda modelar las reacciones adversas que ocurren en los 
pacientes. Estudios realizados en perros mostraron efectos neurotóxicos del BZ a 
dosis 0,5 a 4 veces mayores a las administradas en pacientes (Flores-Vieira y 
Barreira, 1997).  
Por su parte, la especie murina no es un buen modelo para representar los efectos 
secundarios del tratamiento convencional ya que suelen ser muy tolerantes. Sin 
embargo, estudios experimentales identificaron daños hepáticos y musculares 
inducidos por las dosis habituales de BZ (de Souza et al., 2000; Davies et al., 2014) 
por lo que el aumento de enzimas hepáticas y musculares podrían utilizarse como 
marcadores subrogantes de efectos adversos en los estudios preclínicos que utilicen 
esta especie. 
En este trabajo se evaluó la actividad in vitro e in vivo de MLT sola o combinada con 
BZ. Su alta actividad in vitro sobre los amastigotes y baja toxicidad sobre las células 
hospedadores permitió continuar con estudios in vivo, los cuales mostraron que MLT 
posee per se un efecto parasitostático dosis-dependiente, el cual es posible mejorar 
mediante la combinación con BZ, impidiendo la reactivación de la parasitemia luego de 
un protocolo de inmunosupresión. 
Este efecto de aditividad observado in vitro pudo confirmarse en el estudio in vivo con 
tratamiento a dosis subterapéuticas de BZ y MLT, sugiriendo una combinación 
potencialmente trasladable a estudios clínicos.  
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“No acepto, en el sentido convencional, las conclusiones de la ciencia,  
por la sencilla razón de que la ciencia no ha concluido.  
Porque concluir es callarse, y no es probable que el hombre de ciencia se calle” 
 
G.K. Chesterton
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7. Conclusiones y perspectivas futuras 
 
Las opciones terapéuticas para la enfermedad de Chagas se encuentran actualmente 
limitadas a dos drogas, benznidazol y nifurtimox. Es necesario disponer de más y 
mejores compuestos que permitan brindar un tratamiento accesible, rápido y seguro a 
los pacientes afectados. 
Durante este trabajo se realizaron estudios biológicos tendientes a identificar 
compuestos activos contra T. cruzi, dentro de aquellos fármacos que fueron 
anteriormente desarrollados para otras patologías y estén disponibles para su uso 
clínico. Además, se realizaron estudios de combinación de fármacos a dosis 
subterapéuticas con el fin de asociar drogas que mantengan o aumenten su actividad 
tripanocida disminuyendo la aparición de efectos adversos asociados a la dosis. 
Para el cribado de drogas se emplearon diversos modelos de infección in vitro e in 
vivo, estudiando la actividad de los compuestos sobre los estadios del parásito 
relevantes en la patología clínica: tripomastigotes y amastigotes intracelulares, 
además de evaluar el efecto citotóxico de los fármacos en estudio. 
Los resultados obtenidos indican que existen fármacos disponibles para uso clínico 
con efecto anti-T. cruzi. Aquellas drogas con menor potencia podrían ser estudiadas 
en combinación con las drogas de referencia o podrían ser utilizadas como moléculas 
líderes a partir de las cuales se realicen modificaciones que mejores sus propiedades 
farmacocinéticas y farmacodinámicas. 
Finalmente, la combinación in vivo de MLT y BZ a dosis de 50 mg/kg/día cada una 
produjo la negativización de la parasitemia durante el período de tratamiento y evitó su 
reactivación luego de inducir la inmunosupresión con ciclofosfamida, al tiempo que 
redujo la carga parasitaria en músculo esquelético y cardíaco a niveles muy bajos o no 
cuantificables por qPCR. Esta combinación debería considerarse para futuros estudios 
sobre algún modelo in vivo que emplee herramientas para el monitoreo de la infección 
y la respuesta al tratamiento en tiempo real para determinar si efectivamente es 
posible alcanzar la cura parasitológica definitiva con este tratamiento concomitante. 
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9. Anexos 
 
9.1    Anexo I: Reactivos y materiales empleados 
. 
Reactivo Marca Código 
RPMI-1640 Gibco 31800-022 
RPMI-1640 Sigma R6504 
RPMI-1640 sin rojo fenol Sigma R8755 
Suero fetal bovino 
(irradiado y decomplementado) 
Natocor - 
Bicarbonato de sodio Emeve P1551-500 
Clorofenol rojo-β-D-
galactopiranósido (CPRG) 
Roche Diagnostics GmbH 10 884 308 001 
Substituto Nonidet-P40 Roche Diagnostics GmbH 11 754 599 001 
Tripsina Merck 8367 
Resazurina Sigma R7017 
Gentamicina Sigma G1397 
Penicilina - Estreptomicina Sigma P4333 
High Pure PCR Template 
Preparation Kit 
Roche Diagnostics GmbH 11 796 828 001 
FastStart Universal Probe Master 
(Rox) 
Roche Diagnostics GmbH 04 913 949 001 
Primers cruzi 1, cruzi 2, cruzi 3 Applied Biosystems  
Primers IAC 1, IAC 2, IAC 3  Applied Biosystems  
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Material Marca Código 
Botella T25 Nest 707001 
Botella T25 Biofil TCF011050 
Botella T75 Nest 708001-1 
Placa de 96 pocillos Nest 701001 
Placa de 96 pocillos Costar 3599 
Placa de 96 pocillos Biofil TCP011096 
 
MicroAmp™ Fast Optical 48-Well 
Reaction Plate 
Applied Biosystems 4375816 
MicroAmp™ 48-Well Optical 
Adhesive Film 
Applied Biosystems 4375928 
Scanned by CamScanner
Scanned by CamScanner
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9.5    Anexo V: Determinación de nuevos biomarcadores en la 
enfermedad de Chagas: un enfoque proteómico. 
 
Durante el desarrollo de esta tesis se realizaron además ensayos tendientes a 
identificar y validar biomarcadores subrogantes de diagnóstico y respuesta al 
tratamiento, empleando modelos in vitro, in vivo y en sueros de pacientes pediátricos 
infectados. 
Este proyecto tuvo como responsables a los investigadores Jaime Altcheh y 
Dominique Mazier, y fue financiado por el Ministerio de Ciencia, Tecnología e 
Innovación Productiva y ECOS Sud (Francia), permitiendo realizar una estancia en el 
Centro de Inmunología y Enfermedades Infecciosas (CIMI), Laboratorio de Micología y 
Parasitología, Facultad de Medicina Pierre et Marie Curie (Hospital Pitie-Salpétrière) 
en París, Francia, durante septiembre y octubre de 2014.  
El objetivo general del proyecto consistió en definir biomarcadores de la enfermedad 
de Chagas empleando herramientas de proteómica de última generación, para 
determinar nuevos métodos de diagnóstico, pronóstico y criterios de respuesta al 
tratamiento. 
Como objetivo específico de la estadía en el CIMI, se aplicaron estrategias de análisis 
proteómico a partir de sueros de ratones infectados y tratados con BZ o NFX, para 
establecer una lista de proteínas del hospedador o del parásito potencialmente 
biomarcadores en el diagnóstico, la evaluación de la respuesta terapéutica y la 
ocurrencia de efectos adversos.  
 
9.5.1 Diseño experimental 
 
9.5.1.1 Modelo in vivo 
 
Ratones hembras BALB/c de 5 semanas de edad (18±2 g) fueron infectados por vía 
intraperitoneal con 500 tripomastigotes sanguíneos de la cepa VD de T. cruzi (UDT 
VI). Los ratones fueron divididos al azar en los siguientes grupos de tratamiento: 
ratones infectados no tratados (NT; n=7), infectados tratados por con benznidazol (BZ; 
n=8) o con nifurtimox (NFX; n=8).  
El tratamiento comenzó inmediatamente después de la aparición de parasitemia 
patente (100 mg/kg/día) y se administró por vía oral durante 20 días consecutivos.  
Se recolectaron muestras de sangre mediante punción submandibular a los 0, 5, 20, 
40 y 50 días post infección (J0, J5, J20, J40 y J50 respectivamente).  
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9.5.1.2 Materiales y métodos: procesamiento de muestras 
 
Los sueros murinos obtenidos fueron almacenados a -70°C y enviados debidamente 
acondicionados al laboratorio francés para realizar los estudios respectivos. 
Dentro de las tareas realizadas durante la estadía de formación, se incluyó la 
manipulación de las muestras y la preparación para su procesamiento.  
Se utilizó el kit de enriquecimiento ProteoMinerTM Protein Enrichment (Bio-Rad©) para 
eliminar las proteínas séricas más abundantes y de mayor peso molecular a través de 
la saturación de ligandos específicos y la concentración de proteínas y péptidos 
séricos de mediana y baja cantidad. 
El procesamiento de las muestras y las cuatro eluciones obtenidas se realizó mediante 
la aplicación de un programa de comando del robot TECAN Freedom EVO-150.  
Este protocolo se complementó con la utilización del kit MB-HIC 8 (Bruker Daltonics©) 
basado en la aplicación de cromatografía hidrofóbica con bolitas magnéticas que 
adhieren y concentran los péptidos y proteínas en su superficie. 
Posteriormente, las eluciones obtenidas fueron depositadas en un blanco 
AnchorChip™ cubierto con una matriz de 2,5-dihidroxiacetofenona (2,5-DHAP). 
Los espectros fueron adquiridos en un espectrómetro de masa para MALDI-TOF 
Autoflex Speed SmartBeam (Bruker Daltonics©) mediante láser linear de baja y alta 
masa (2-20 kDa y 20-50 kDa, respectivamente). Su análisis preliminar se realizó con el 
programa ClinproTools 3.0 (Bruker Daltonics©).  
Finalmente, se realizó un pool con las eluciones obtenidas para cada grupo de 
tratamiento y fueron separadas por electroforesis en geles de acrilamida/bis-acrilamida 
12%. Los geles fueron teñidos con InstantBlue (Expedeon©). Las bandas obtenidas 
(cinco por cada muestra) fueron cortadas y sometidas a un protocolo de decoloración, 
deshidratación y digestión tríptica para su posterior análisis con Q-TOF Impact II 
(Bruker Daltonics©). 
 
9.5.2 Estudios in vitro 
 
En paralelo al trabajo del análisis proteómico del suero, se realizaron tareas de cultivo 
y mantenimiento de células Vero y de la cepa VD de T. cruzi, estableciendo la 
metodología para mantener pasajes in vitro del parásito y protocolos de congelación 
de los tripomastigotes, con el fin de producir alta carga parasitaria y posteriormente 
realizar ensayos para el análisis a nivel del secretoma de las células infectadas. 
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9.5.3 Resultados preliminares 
 
Durante la estadía se analizaron los espectros y se observaron 148 picos entre las 4 
eluciones obtenidas, presentando diferencias significativas en su expresión 
comparando entre los animales al día 0 (pre-infección) y los animales infectados no 
tratados a los 20 dpi (momento del pico de parasitemia). 
A su vez, en los animales infectados se observó un pico de 5.978 Da en el día 20 pi, el 
cual durante el transcurso del tratamiento también aparece a una baja intensidad en 
los animales tratados con BZ que no logran eliminar la infección. Posteriormente a la 
inmunosupresión, la intensidad del pico se vio aumentada en más de 5 veces en los 
animales tratados con BZ pero no curados (figura 1). 
 
Figura 1. Intensidad de detección (unidades arbitrarias) de un pico correspondiente a 
un péptido de 5978 Da hallado en un grupo de sueros de animales infectados con T. 
cruzi y tratados con BZ con falla en la respuesta terapéutica (no curados). 
 
 
 
 
Posteriormente, los sueros fueron agrupados por tratamiento y analizados en el equipo 
Q-TOF Impact II permitió generar una cartografía sérica diferencial entre ratones 
infectados y ratones no infectados.  
Si bien no se identificaron proteínas parasitarias, se pudo establecer una lista de más 
de 100 proteínas murinas ligadas a la infección que se encontraron de forma exclusiva 
en una de las condiciones determinadas (sanos o infectados) o 
sobreexpresadas/subexpresadas durante la infección o luego del tratamiento (figura 
2). 
Estas diferentes proteínas son en su mayor parte marcadores del estado pro-
inflamatorio o de lisis celular asociadas a la infección aguda con T. cruzi. La expresión 
de estas proteínas podría estar relacionada con la presencia o ausencia del parásito 
incluso luego del tratamiento específico, por lo que podrían ser potenciales 
marcadores de respuesta terapéutica. 
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Figura 2. Cartografía serológica de ratones infectados con T. cruzi (cepa VD). Criterio 
de selección de las proteínas candidatas y descripción general de la identificación. 
 
 
 
 
 
9.5.4 Conclusiones preliminares y perspectivas 
 
Los ensayos realizados para identificar biomarcadores que permitan obtener un 
diagnóstico temprano o predecir la respuesta al tratamiento complementan los 
estudios de cribado farmacológico desarrollados. 
A pesar de no haber podido identificar proteínas parasitarias en el suero de los ratones 
infectados, el análisis preliminar mostró que existen diferencias en el perfil serológico 
de los ratones tratados y no tratados. 
El estudio en profundidad de estos resultados y la aplicación de herramientas de 
proteómica y bioinformática pueden contribuir con la identificación y validación de 
marcadores séricos subrogantes que puedan ser aplicados tanto a la clínica como a la 
evaluación preclínica de compuestos con actividad anti-T. cruzi, mejorando la 
predictibilidad y la transferencia a los ensayos clínicos. 
 
 
 
